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Resumen
La creciente popularidad de los canes como animales de compafiia ha planteado desafios relacionados
con su salud, en particular con el equilibrio de su microbiota intestinal, que debe ser analizada desde su

identidad bio

dgica. Las alteraciones en la composicion de la microbiota generan efectos adversos en la
homeostasis de estos animales, siendo necesaria la investigacion y aplicacion de diversas estrategias
terapéuticas, siendo los probidticos una de las mas destacadas. El presente trabajo de investigacion se
dividid en tres etapas esenciales. En primer lugar, se llevd a cabo un analisis exhaustivo de la cinética de
crecimiento de las cepas probidticas. Durante esta fase, se realizaron mediciones de la densidad éptica, la
viabilidad celular, la biomasa seca y el contenido de glucosa a lo largo del proceso de crecimiento. La
segunda etapa se centrd en la encapsulacién de las cepas probidticas mediante el proceso de liofilizacidn,
utilizando materiales de encapsulacion especificos, en particular prebidticos. Esta estrategia se demuestra
como un componente esencial para mejorar la supervivencia de los probidticos durante el
almacenamiento a largo plazo, garantizando su viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento. La
tercera parte del estudio se enfocd en la caracterizacién bioldgica de las formulaciones probidticas
microencapsuladas. Se llevaron a cabo ensayos in vitro para evaluar la viabilidad de estas formulaciones
probidticas y su efecto inmunomodulador en lineas celulares MDCK y DH82, respectivamente. En
conclusion, este estudio demostré que la liofilizacion de cepas de Lactobacillus spp. en fase estacionaria
es una técnica viable para producir formulaciones probidticas con alta viabilidad y notable estabilidad
durante el almacenamiento. A su vez, la caracterizacidn bioldgica mostré un perfil prometedor en términos
de seguridad y modulacidon de la respuesta inmunoldgica.

Palabras clave: cinética de crecimiento, liofilizacidon, inmunomodulacién
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Abstract

The growing popularity of dogs as pets has posed challenges related to their health, particularly
concerning the balance of their intestinal microbiota, which must be analyzed from their biological
identity. Alterations in the microbiota composition have adverse effects on these animals' homeostasis,
necessitating research and the application of various therapeutic strategies, with probiotics being one of
the most prominent. This research was divided into three essential stages. Firstly, a comprehensive
analysis of the growth kinetics of probiotic strains was conducted. During this phase, measurements of
optical density, cell viability, dry biomass, and glucose content were taken throughout the growth process.
The second stage focused on the encapsulation of probiotic strains through the lyophilization process,
using specific encapsulation materials, particularly prebiotics. This strategy proved to be an essential
component for enhancing the survival of probiotics during long-term storage, ensuring their viability and
stability. The third part of the study centered on the biological characterization of microencapsulated
probiotic formulations. In vitro assays were performed to assess the viability of these probiotic
formulations and theirimmunomodulatory effect on MDCK and DH82 cell lines, respectively. In conclusion,
this study demonstrated that the lyophilization of Lactobacillus spp. strains in stationary phase is a viable
technique for producing probiotic formulations with high viability and remarkable stability during storage.
Furthermore, biological characterization revealed a promising profile in terms of safety and modulation of
the immune response.

Keywords: growth kinetics, lyophilization, immunomodulation



Capitulo I: Introduccién
Formulacién del problema y antecedentes
Actualmente, la popularidad de los perros domésticos como animales de compaiiia es creciente,
dada la influencia que ejercen en la vida de las personas (Grzeskowiak et al., 2015). En este contexto,
surgen multiples problematicas asociadas a la salud de las mascotas, tales como el mantenimiento del

equilibrio gastrointestinal, donde la microbiota juega un papel clave (Ley et al., 2008a). Con una

poblacién canina estimada en mas de 500 millones en todo el planeta y teniendo en cuenta su relevancia

en América Latina, ha surgido gran interés en explorar las especificidades del microbioma canino
(Deschamps et al., 2022; Lépez-Osorio et al., 2020; Y. Zhang et al., 2023). Aunque la domesticacién ha
aproximado a los perros con los seres humanos, estableciendo similitudes tanto intrinsecas como
extrinsecas, no se descarta la necesidad de investigar la microbiota de los canes desde su propia
identidad bioldgica (Hernandez et al., 2022). Se debe orientar el enfoque hacia el andlisis de la
microbiota intestinal del perro doméstico, Canis lupus familiaris, en lugar de considerarlo Unicamente
como un modelo de investigacion, debido a su similitud con el sistema gastrointestinal humano
(Grzeskowiak et al., 2015; Hernandez et al., 2022).

A pesar de que gran parte de la informacidén acerca de la microbiota gastrointestinal canina
proviene de estudios dirigidos a poblaciones humanas (Garcia-Mazcorro & Minamoto, 2013), la
comparacion entre las comunidades microbianas de diferentes mamiferos ha revelado perfiles
taxondmicos y funciones genéticas Unicas (Karmacharya et al., 2019; Ley et al., 2008b). Cada especie se
caracteriza por una notoria heterogeneidad en su diversidad y especializacién microbiana (de Jonge et
al., 2022; Dodd & Grueber, 2021; Levin et al., 2021). Ademas, se deben considerar ciertos parametros
fisicoquimicos y mecanicos que sustentan las funciones tréficas y protectoras en el sistema

gastrointestinal (Deschamps et al., 2022; W. Lee & Hase, 2014).
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La colonizacion del tracto gastrointestinal en los mamiferos por la microbiota intestinal es un
proceso que se basa en la fisiologia del habitat y la promocion de su proliferacion (Aggarwal et al., 2023;
W. Lee & Hase, 2014). En equilibrio, el intestino alberga un rango de 10%°-10% células microbianas,
aproximadamente 10 veces mas que el propio numero de células del huésped (Patel et al., 2018). Esta
relacidn se desarrolla en un ambiente donde la mucosa intestinal permite la digestiéon y absorcion de
nutrientes obtenidos de la alimentacion (Brown & Valiere, 2004). Ademds, proporciona una superficie
para la interaccidon con enzimas digestivas que facilita la interaccion entre los microorganismos
colonizadores y las células inmunes en el epitelio intestinal (Hallen & Suhr, 2017; Hoegenauer et al.,
2022; Moran et al., 2019). La importancia funcional de la microbiota intestinal en la salud del
hospedante se asocia con su participacidén en procesos metabdlicos, fisiolégicos e inmunolégicos que
contribuyen a la homeostasis (Rampelli et al., 2021). Estos procesos internos abarcan desde la
produccidon de metabolitos, que actian como moléculas de sefializacidn y sustratos para las reacciones
metabdlicas (Krautkramer et al., 2020), hasta la maduracién del sistema inmunolégico (Zheng et al.,
2020) y la asimilacion de nutrientes (Mondo et al., 2019).

Diversos autores afirman que la microbiota intestinal del can esta compuesta por bacterias (Lau,
2023), arqueas (Hoegenauer et al., 2022), hongos (Hallen & Suhr, 2017), protozoos (Guzzo et al., 2022) y
virus (Lecuit & Eloit, 2017). Mediante analisis metagendmicos se ha establecido que las bacterias son el
grupo predominante y metabdlicamente activo en el sistema gastrointestinal canino, representando un
98% del total de microorganismos presentes (Swanson et al., 2011). La distribucion de la microbiota en
el tracto gastrointestinal no es uniforme, ya que cada regién presenta condiciones que influyen en la
prevalencia y distribucidn de ciertas especies. Algunos de estos factores son |a acidez gastrica, el perfil de
acidos biliares y la disponibilidad de oxigeno (Suchodolski et al., 2008). La diversidad bacteriana
aumenta gradualmente desde el duodeno hasta el colon (Hernandez et al., 2022). Predominan los filos

Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroides y Actinobacteria, aunque la prevalencia y abundancia de estos
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filos varia en diferentes estudios (Coelho et al., 2018; Middelbos et al., 2010; Scarsella et al., 2020). La
modificacion de dicha comunidad microbiana se ha asociado con una serie de enfermedades, tanto
sistémicas como localizadas, ya que puede actuar como un componente bidireccional, siendo el objetivo
de las enfermedades o el factor desencadenante (Pilla & Suchodolski, 2021).

A medida que se profundiza en el estudio de la microbiota canina, se hace evidente que el
desequilibrio en la composicion de la microbiota, conocido como disbiosis, puede tener implicancias en
la salud, debido a la desregulacidn de las actividades metabdlicas, generando un impacto negativo en el
bienestar del huésped (AlShawagqfeh et al., 2017; Degruttola et al., 2016; Pilla & Suchodolski, 2021). Este
fendmeno no es aislado, sino mas bien una condicién influenciada por gran variedad de elementos
internos y externos (Trujillo et al., 2022). Entre estos factores se encuentran la edad (Kubinyi et al.,2020;
Masuoka et al., 2017), el sexo (Scarsella et al., 2022), |la genética (Swanson & Schook, 2006), |a dieta
(Pilla & Suchodolski, 2021), el uso de farmacos (Bottero et al., 2022; Dandrieux et al., 2019), los
componentes ambientales (Garrigues et al., 2022) e incluso, las interacciones sociales con los seres
humanos (Stenger, 2023). La complejidad de estas interacciones simbidticas se manifiesta mediante las
relaciones que van desde el comensalismo (Hooper & Gordon, 2001) y el mutualismo (Backhed et al.,
2005), hasta el parasitismo (Schachter et al., 2020) y la patogenicidad (Davoodi & Foley, 2019).

La disbiosis intestinal, y su vinculo con diversas enfermedades, ha establecido una fuerte
iniciativa para la busqueda de estrategias terapéuticas dirigidas al restablecimiento de la microbiota (Hou
et al., 2022; Markowiak-Kope¢ & Slizewska, 2020). Entre estos enfoques terapéuticos, se destaca el uso
de antibidticos, que puede desencadenar resistencia antibiética y la eliminacion tanto de
microorganismos patégenos como benéficos (Beaudoin et al., 2023; Bottero et al., 2022; Suchodolski,
2016). El trasplante de microbiota fecal facilita la transmisidén de organismos patogénicos y la alteracién
impredecible de la microbiota (Flores, 2022; Tuniyazi et al., 2022). La modulacién dietética, corresponde

a una estrategia altamente individualizada (Perini et al., 2023; Rhimi et al., 2022). La administracién de
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probidticos, a pesar de su potencial benéfico, se ve limitada por las efectos variados en cada especie,
enfatizando la necesidad de establecer tratamientos ajustados a las caracteristicas de cada entidad
biolégica (Bastos et al., 2023; Colombo & Arena, 2016; Pelton, 2020; Schmitz & Suchodolski, 2016).

Estudios recientes indican que los probidticos poseen efectos beneficiosos en caninos con
afecciones gastrointestinales, como la diarrea (Gomez-Gallego et al., 2016), el transito intestinal alterado
(Tolbert et al., 2022) y la colitis ulcerosa (Ishii et al., 2022). La inhibicidn del crecimiento de patdgenos
ocurre a partir de diversos mecanismos como la competencia por nutrientes y sitios de adhesién en el
epitelio intestinal, que corresponde a la actividad antagonista que permite la competencia entre los
microorganismos probidticos y patdgeno (Choi et al., 2018). Ademas, numerosas bacterias probidticas
generan compuestos antimicrobianos, como acidos grasos de cadena corta (AGCC) y peroxido de
hidrégeno, asi como otros metabolitos, como las bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de
microorganismos patégenos (Hernandez-Gonzalez et al., 2021). Los probidticos pueden estimular la
produccion de citoquinas antiinflamatorias y reducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias, para la
modulacion de las vias de sefializacién inmunitaria (Fernandez-Lazaro et al., 2023; Kwok et al., 2022).

En la actualidad, las cepas probidticas mas estudiadas y comercializadas pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Salgado et al., 2019), aunque se han analizado otros
microorganismos, como levaduras (Staniszewski & Kordowska-Wiater, 2021) y bacterias no lacticas
(Ramos et al., 2022). De entre estos, el género Lactobacillus, bacterias grampositivas, destaca debido a
su presencia natural en el tracto gastrointestinal de los mamiferos y a su capacidad para mantener la
homeostasis de funciones tréficas y protectoras en el huésped (Dempsey & Corr, 2022; W. Lee & Hase,
2014).
Justificacién e importancia

Los canes son parte integral de las familias y la responsabilidad de garantizar su bienestar se

transforma en un enfoque prioritario (Sivamaruthi et al., 2021). El estudio de la microbiota intestinal
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caninay el potencial que tienen los probidticos en esta especie se encuentra en constante
evolucion(Bhogoju & Nahashon, 2022; Reid et al., 2003).

El desarrollo de probidticos para canes ha surgido como una herramienta prometedora, siendo
considerado un tratamiento adyuvante en la prevencion y el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales(Hou et al., 2022; Zuo & Siew, 2018). Los probidticos son microorganismos vivos
beneficiosos en la salud del huésped, que al ser administrados en cantidades adecuadas facilitan el
equilibrio microbiano en el sistema digestivo (FAO & WHO, 2001). Estos microorganismos beneficiosos
ejercen sus efectos mediante mecanismos como la produccion de péptidos antimicrobianos (Hernandez-
Gonzalez et al., 2021), 4cidos grasos (Hutchinson et al., 2020; Markowiak-Kope¢ & Slizewska, 2020y la
modulaciéon de respuestas inmunitarias, que contribuyen en la estabilizacion de la microbiota alterada
fortaleciendo la barrera intestinal y reduciendo la inflamacion (Cayra et al., 2017; Pagnini et al., 2010;
Pelton, 2020; Salavati, 2022).

La eficacia de los probidticos esta influenciada por factores como las caracteristicas de la cepa, la
poblacién de estudio, la dosis administrada e incluso, la fuente de los microorganismos (Kechagia et al.,
2013; Kunes & Kvetina, 2016). En paralelo, es indispensable analizar la estabilidad y conservacion de la
actividad bioldgica de los probidticos después de someterse a procesos tecnoldgicos (Plaza-Diaz et al.,
2018; Rajam & Subramanian, 2022). A pesar de su potencial terapéutico, el conocimiento actual sobre la
microbiota intestinal canina es limitado (Cusco et al., 2022), lo que ha llevado a la adopcién de
probidticos disefiados para humanos en la practica veterinaria (Grzeskowiak et al., 2015). Esta
adaptacion se origina en la escasa informacion disponible sobre probidticos provenientes de fuentes
caninas, impulsando asi la necesidad de explorar alternativas dirigidas de manera objetiva (Martin et al.,
2010).

En los Ultimos afios, se ha reconocido a la leche materna canina como una fuente prometedora

de bacterias probidticas (Lee et al., 2022; Martin et al., 2010), permitiendo el aislamiento de cepas
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microbianas (Fernandez et al., 2019). Es relevante destacar que la leche materna canina constituye una
buena fuente de Lactobacillus y es responsable de la transmisidn vertical de madre a cachorros,
protegiéndolo de enfermedades infecciosas (Ge et al., 2021; Li et al., 2022; Matsumiya et al., 2002; Singh
et al., 2023). Durante el periodo de lactancia, los cachorros adquieren nutrientes y proteccién contra
enfermedades infecciosas debido a la accién combinada de los factores presentes en el calostro y la
leche (Ge et al., 2021; Martin et al., 2010).

A pesar de estos avances, el andlisis de la leche canina se ha centrado principalmente en
estudios microbioldgicos con el objetivo de aislar agentes causantes de enfermedades como la mastitis
lactacional (Ververidis et al., 2007), la septicemia en neonatos (Schafer et al., 2003), la enterocolitis
necrosante (Reid et al., 2003) y la gastroenteritis (Montague et al., 2022). En este contexto, se han
demostrado una alta incidencia de enfermedades inflamatorias intestinales (Hill et al., 2014;
Suchodolski, 2016), trastornos metabdlicos (Durack & Lynch, 2019) y enfermedades autoinmunes
(Miyauchi et al., 2022). Esta conexidn entre la leche materna y la transmisidon de microorganismos
mejorados en el sistema digestivo de los cachorros subraya la relevancia de los probidticos aislados de
leche materna canina en el contexto del desarrollo temprano de la microbiota y la salud gastrointestinal
en los perros (Jiménez et al., 2021; Martin et al., 2016; Zwittink et al., 2017).

Se debe tener en cuenta que la supervivencia de los probidticos en condiciones intestinales tales
como un pH acido, la presencia de sales biliares y la degradacién enzimdtica, es un aspecto determinante
para su eficacia (Plaza-Diaz et al., 2019). Deben formularse probidticos que aseguren la ingesta de una
cantidad adecuada de producto o concentracion de consumo en el rango de 108-10° UFC/g, y en el
intestino grueso mantengan la eficacia terapéutica en el intervalo de 10%-10” UFC/g, considerando la
disminucién de la viabilidad celular durante el transito intestinal (Rajam & Subramanian, 2022).

Con el objetivo de fortalecer la resistencia de los microorganismos probidticos, se han

desarrollado estrategias de encapsulacién como la pulverizacidn, liofilizacidn, extrusién, emulsificacion,
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entre otras técnicas que permiten capturar las células en el material encapsulacion (Burgain et al., 2011;
F. J. Rodrigues et al., 2020). Sin embargo, el secado por liofilizacion y pulverizacién han demostrado
eficacia en la obtencién de formulaciones comerciales (Burgain et al., 2011; Rajam & Subramanian,
2022). Estudios previos han sefialado que la liofilizacién mejora la viabilidad de los probidticos debido a
la aplicacion de bajas temperaturas en la encapsulacién de bioactivos sensibles al calor (Misra et al.,
2023).

La investigacion en el dmbito de los animales de compaiiia, en lo que respecta a la respuesta de
la microbiota intestinal canina, hasta el momento ha sido limitada (Kelley et al., 2009; Morelli et al.,
2022). Esta falta de informacién plantea un desafio, ya que la mayoria de las cepas probidticas
comerciales para perros no tienen un origen canino, y en muchos casos, los productos se identifican solo
por género y especie, sin especificar la cepa en particular (Kelley et al., 2009; Schmitz & Suchodolski,
2016). Resulta fundamental abordar este vacio de conocimiento, a través del desarrollo de
formulaciones probidticas basadas en cepas aisladas a partir de leche canina, debido a que, el manejo de
informacidn precisa permitiria a los veterinarios seleccionar cada producto probidtico con miras a
atender condiciones médicas particulares, en virtud de los efectos que exhibe cada cepa probidtica
(Ibnou-Zekri et al., 2003). Por tal motivo el propdsito de este trabajo investigativo es desarrollar

formulaciones probidticas basadas en cepas previamente aisladas a partir de calostro y leche canina.
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Objetivos
Objetivo general

Desarrollar formulaciones con propiedades probidticas basadas en cepas del género
Lactobacillus spp. aisladas previamente desde leche canina.
Objetivos especificos

Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probidticas basadas en cepas de
Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacidn.

Analizar los efectos citotdxicos de las formulaciones probidticas encapsuladas en la linea celular
MDCK mediante el ensayo colorimétrico MTT.

Cuantificar la expresion de citoquinas proinflamatorias y de regulacion negativa en células DH82
tratadas con las formulaciones probidticas encapsuladas mediante RT-gPCR.
Hipétesis

Las formulaciones con propiedades probiéticas encapsuladas modulan positivamente la

respuesta inmune en la linea celular DH82 de macréfagos caninos.
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Capitulo Il: Fundamentacién tedrica

Fundamentos de la microbiota intestinal canina
Canis lupus familiaris

El perro doméstico (Canis lupus familiaris L., 1758) miembro de la familia Canidae (Ostrander &
Wayne, 2001), se encuentra dentro del orden Carnivora, lo que indica la adaptacion evolutiva de su
tracto gastrointestinal a una dieta predominante carnivora (Schmitt et al., 2015). En términos de
taxonomia (Figura 1), desde 1993 se ha clasificado como Canis lupus familiaris, aunque todavia se utiliza
comunmente Canis familiaris (Perri, 2014). Esta especie abarca alrededor de 800 razas con variaciones
de tamafio y morfologia (Quifionez et al., 2021). A pesar de que los perros exhiban una amplia gama de
caracteristicas, segln analisis genéticos y paleontoldgicos se considera que su ancestro salvaje es el lobo
(Canis lupus) (Fornai et al., 2023). Ademas, los perros representan el primer caso de domesticacion,
proceso que data de al menos 15.000 afios atras (Regan, 2016).

Figura 1.

Sistema jerdrquico de clasificacion taxondmica de Canis lupus familiaris

Eukarya

%t

Animalia

%t

Chordata

Et

Clase:
Mammalia

Et

Orden
Carnivora

|¢

Familia:
Canidae

Género:
Canis

|¢

|¢

Especie:
Canis lupus

%t

Subespecie:
Canis lupus familiaris

Nota: Adaptado de Ostrander & Wayne (2001); Schoch et al. (2020)



27

Composicion del microbioma canino

El microbioma intestinal canino es una comunidad microbiana compleja, coloniza su habitat en
el entorno del tracto gastrointestinal canino (Z. Huang et al., 2020). Se destaca la importancia de estos
microorganismos en la salud y bienestar de los perros (Sivamaruthi et al., 2021), siendo su filogenia el
resultado de la interaccidn entre multiples factores, incluyendo la genética, la dieta y las condiciones
ambientales (Coelho et al., 2018; Ericsson, 2019). Es visible que la microbiota intestinal de los cachorros
sufre cambios dindmicos en sus primeros afios de vida, influidos por la transmision vertical (Rota et al.,
2021), tipo de nacimiento (Dominguez-Bello et al., 2010) y la dieta temprana (Figura 2) (Kajdi¢ et al.,
2021; Zakosek Pipan et al., 2020). Estos factores establecen patrones de colonizacidon microbiana que
afectardn la salud y el desarrollo de los perros a largo plazo (Blake et al., 2020; Tal et al., 2021).
Figura 2.
Principales factores que influyen en el desarrollo de la microbiota intestinal de los cachorros en
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Nota: Adaptado de Garrigues et al. (2022)

Durante la domesticacidn los perros evolucionaron de una dieta carnivora estricta a una
omnivora mas rica en fibra y almidon (Botigué et al., 2017). Estos cambios ecolégicos han influido en la
composicidon microbiana intestinal entre los canes domesticados y sus contrapartes salvajes (Reese et al.,
2021). Sin embargo, se ha planteado la existencia de una microbiota central que, mediante el analisis de

muestras fecales, ha revelado la presencia de ciertas especies bacterianas en perros sanos (Hand et al.,
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2013). Las abundancias de los diferentes taxones experimentan variaciones a lo largo del sistema

digestivo (Honneffer et al., 2017), también, durante el crecimiento de los cachorros, ya que el tracto

gastrointestinal gana fuerza y resistencia frente a las amenazas ambientales (Guard et al., 2017). Es

posible manejar un perfil bacteriano base compuesto por cinco filos principales: Firmicutes,

Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, y Actinobacteria (Tabla 1) (Garrigues et al., 2022).

Tabla 1.

Funciones generalizadas de los principales filos de la microbiota intestinal del perro

Filo Géneros principales  Funciones generalizadas en el intestino Referencias

Firmicutes Clostridium, Intervienen en la produccion de (Handl et al.,
Lactobacillus, metabolitos como acidos biliares 2011; Rivera et
Streptococcus, secundarios, vitaminas y acidos grados de al., 2016)
Faecalibacterium, cadena corta (AGCC) a través de la
Staphylococcus, fermentacion de carbohidratos.
Ruminoccocus

Bacteroidetes Bacteroides, Tienen funciones similares a las de (Renzietal.,
Flavobacterium, Firmicutes, consumiendo fibras dietéticasy 2015; Wexler
Sphingobacterium, polisacaridos complejos para generar & Goodman,
Prevotella metabolitos como acidos biliares, butirato, 2017)

Proteobacteria

Fusobacteria

Actinobacteria

Escherichia,
Helicobacter,
Campylobacter,
Proteo

Fusobacterium,
Cetobacterium,
Streptobacillus

Bifidobacteria,
Corynebacterium,
Collinsella

vitaminas y AGCC.

Su funcidn principal parece ser mantener
un ambiente anaerdbico en el intestino,
algunas proteobacterias pueden inducir
disbiosis, especialmente en presencia de
patégenos.

A pesar de que su funcién en perros aiin no
esta completamente descrita, se ha
observado en perros obesos. Ademas,
parecen estar involucradas en la
degradacién de proteinas y aminodcidos.

Participan en la degradacién de
oligosacaridos de la leche para producir
lactato y acetato. También se asocian con la
produccion de AGCC como fuente
energética, por su presencia en canes
obesos.

(Moon et al.,
2018)

(Chunetal.,
2020; Doron et
al., 2014)

(Alipour et al.,
2018; 1. W. You
& Kim, 2021)

Nota: Adaptado de Garrigues et al. (2022)
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Metabolismo de los nutrientes en canes

La relacién entre la composicidn de la dieta canina y la microbiota intestinal es de vital
importancia en la fisiologia digestiva (Blake & Suchodolski, 2016). Diferentes especies bacterianas
desempenan funciones especificas en este proceso, fermentando diversos tipos de fibra y carbohidratos,
mientras que otras se destacan por su capacidad proteolitica (Pilla & Suchodolski, 2021). Es relevante
considerar que los cambios en la dieta que afecten la disponibilidad de estos sustratos en el intestino
pueden inducir alteraciones temporales en el microbioma (Leeming et al., 2019). Ademas, el
metabolismo energético es esencial para la generacidn de energia (ATP, adenosin trifosfato) a partir de
nutrientes e implica diversos procesos como la respiracion aerdbica (presencia de oxigeno), la
respiracidon anaerdébica (fermentacién) y el metabolismo de 4cidos grasos y los aminodcidos (J. Wang et
al., 2022). Aunque el enfoque se basa en el metabolismo de los macronutrientes, en relaciéon a la
microbiota del huésped, es relevante enfatizar que también desempefia un papel sustancial el
metabolismo del carbono y la disponibilidad de vitaminas (Figura 3) (Krautkramer et al., 2020).

Figura 3.

Interacciones entre los alimentos, el microbioma intestinal y las mascotas
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Sistema inmunoldgico gastrointestinal en los canes

El sistema inmunitario estd compuesto por un conjunto de células, sustancias quimicas y
procesos que funcionan para proteger el tracto intestinal de antigenos extrafos (Marshall et al., 2018). El
intestino no debe ser considerado como un solo drgano uniforme, sino como una coleccién de
segmentos anatomicos funcionalmente especializados (Mowat & Agace, 2014). Segun lo descrito por
Day (2011), el intestino contiene tres compartimentos inmunoldgicos distintos: las estructuras linfoides
organizadas, la [dmina intestinal propia y el compartimento epitelial.

Estructuras linfoides organizadas. El tejido linfoide asociado al intestino (GALT) corresponde a
una fuente masiva de células Ty B que migran a los sitios efectores para inducir respuestas inmunitarias
(Donaldson et al., 2015). Este tejido abarca sitios inductivos esenciales para activar las respuestas
inmunoldgicas como los ganglios mesentéricos y otras estructuras linfoides, como las placas de Peyer
(Bernier-Latmani & Petrova, 2017; Mysore et al., 2023; Nikolakis et al., 2022). La colaboracién entre
estos tejidos y el epitelio asociado a foliculos que contiene células especializadas (M) es fundamental
para llevar a cabo el transporte, procesamiento y presentacion de antigenos extrafios, asi como la
induccion local y la expansién de linfocitos efectores especificos de antigeno (Morbe et al., 2021; Ou et
al., 2022; Zhao et al., 2018). Tras la activacidn, estos linfocitos especificos experimentan un ciclo de
recirculacion y reclutamiento, que los devuelve a la lamina propia intestinal a través de la interaccién
entre receptores intestinales (P. Li et al., 2022; Stokes & Waly, 2006; Warren & Yates, 2020).

Lamina intestinal propia. Es rica en linfocitos individuales dispersos, células plasmaticas y células
presentadoras de antigenos (CPA) como macréfagos y células dendriticas, ademas de eosinéfilos y
mastocitos ocasionales (Maheshwari, 2022). La ldmina propia se considera el principal sitio efector de las
células inmunitarias intestinales (Newberry & Gustafsson, 2016), y se ha sugerido que los
microorganismos comensales desempefian un papel importante en la activacion y reclutamiento de

linfocitos T (células efectoras) en este compartimento (Day, 2011; La Fata et al., 2018).
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Compartimento epitelial (tejido linfoide asociado al intestino). Constituye el componente
inmunitario mds grande del cuerpo, en virtud de la dimensidn del tejido compuesto por células
epiteliales intestinales (enterocitos, células de Paneth, células caliciformes, células enteroendocrinas) y
linfocitos intraepiteliales (Laukoetter et al., 2008; Vitale et al., 2016). Los enterocitos se consideraban
Unicamente células absorbentes, estableciendo una barrera fisica entre el lumen intestinal y la [|dmina
propia (Ristivojevic et al., 2021; Silva-Sanchez & Randall, 2020). Dado que constituyen la fraccidn celular
mas predominante (80% del total de células epiteliales) (Demers-Mathieu, 2022), estos enterocitos
poseen la capacidad de expresar moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH
II) y actian como células presentadoras de antigenos (CPA), capaces de activar linfocitos T CD4+ (Brabec
et al., 2022).

Estos tres compartimentos permiten una respuesta inmunoldgica coordinada y eficaz en el
intestino, donde la inmunidad innata y adaptativa trabajan en conjunto para mantener la integridad y la
proteccidn del sistema gastrointestinal (Feng & Elson, 2011). Una amplia gama de sefiales exdgenas
(patrones moleculares asociados a patégenos, PMAP) y enddgenas (patrones moleculares asociados a
dafios, PMAD) pueden activar las células endoteliales y las células dendriticas, al unirse a los receptores
tipo toll (TLR) (Goulopoulou et al., 2016).

La inflamacién de los tejidos se produce por la accién conjunta de las células inmunitarias
innatas y adaptativas (Ito et al., 2013). Las células inmunitarias innatas activadas contribuyen a la
inflamacidn de los tejidos mediante la secrecidon de mediadores proinflamatorios, como el factor de
necrosis tumoral a (TNF- a), la interleucina 6 (IL-6) y las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yang et al.,
2014). Junto con estas respuestas innatas, se da la infiltracién de células inmunitarias adaptativas que
transmiten respuestas inmunitarias especificas de antigeno (L. Sun et al., 2020). Después del contacto
directo con las células presentadoras de antigeno (CPA), las células T auxiliares CD4+ se diferencian en

células efectoras T auxiliares (Th), Thly Th2 (C. Dong & Flavell, 2000; Zhu & Zhu, 2020).
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Las células Th1l median una respuesta inmunitaria celular a partir de citoquinas proinflamatorias
(IFN-y, TNF-q, IL-2) capaces de estimular macrdfagos, células NK y células T citotdxicas CD8+ contra
patdgenos intracelulares (Fajgenbaum & June, 2020). Mientras que las células Th2 suelen sintetizar
citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10) o pluripotenciales (IL-6) que favorecen la activacion de
células B y regulan las respuestas inmunitarias humorales (Kaiko et al., 2008; Ridyard et al., 2002).A
partir de estudios moleculares, se ha caracterizado la expresion del ARNm que codifica una serie de
citoquinas y quimiocinas en la mucosa intestinal canina, profundizando en la comprension de estos
procesos (Konstantinidis et al., 2021). Esta interaccidn entre células inmunitarias innatas y adaptativas,
junto con la produccidon de mediadores proinflamatorios y reguladores, contribuyen a la regulaciéon y
mantenimiento de respuestas inmunitarias y homeostasis de tejidos (Iwasaki & Medzhitov, 2015; L. Sun
et al., 2020).
Enfermedades gastrointestinales en los canes

El desequilibrio de la microbiota intestinal canina se asocia con trastornos gastrointestinales
(Guard et al., 2015), enfermedades metabdlicas (Degruttola et al., 2016) y enfermedades autoinmunes
(Garrigues et al., 2022; Larsen et al., 2010). La prevalencia de estas patologias se atribuye a la mayor
densidad de tejido inmunolégico en el tracto gastrointestinal en comparacién con otras regiones del
cuerpo (Eissa et al., 2019; Soontararak et al., 2019). Ademas, la expresion clinica de cada enfermedad
esta influenciada por una serie de factores condicionales, entre los cuales destaca la alteracion de la
microbiota como un elemento clave (Drossman, 2016). La disbiosis puede aparecer como cambios en la
composicion de bacterias presentes en el lumen o adheridas a la mucosa y el deterioro de la funcién de
la microbiota, resultando en vias metabdlicas alteradas (Tabla 2 (Degruttola et al., 2016; Ziese &

Suchodolski, 2021).
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Estudios de la microbiota intestinal canina relacionados con enfermedades gastrointestinales

Filo Alteraciones de las enfermedades gastrointestinales

IBD Microbioma

Metabolitos fecales:

Metabolitos séricos:

CE Microbioma

Metabolitos fecales:

NHD Microbioma

AHD Microbioma

Metabolitos fecales:

AD Microbioma

Metabolitos fecales:
Metabolitos séricos:

M Fusobacteria, Faecalibacterium spp.

N Gammaproteobacteria

{ Erysipelotrichia, Clostridia, Bacteroidia

M 3-hidroxiisovalerilcarnitina + isovalerilcarnitina / leucina

{ Acilcarnitinas de cadena corta a carnitina libre

M Valina

J Cirtulina, folato

M 3-hidroxibutirato, acido hexurdnico, ribosa, lactona de acido
glucénico

N Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., Escherichia coli

{ Bacteroidetes, Blautia spp., Clostridium hiranonis, Faecalibacterium
spp., Turicibacter spp.

M SCFA totales

/M acetato, propionato

{' Ruminococcaceae, Blautia spp.

N Sutterella, Clostridium perfringes

{ Blautia, Ruminococcaceae, Faecalibacterium, Turibacter spp.
{ Ruminococcaceae

M Calprotectina, S100A12, Inhibidor de al-proteinasa

N Clostridium

{ Bacteroidetes, Faecalibacterium, Ruminococcacea

{ dacido propidnico

Jd Acido quinurénico, proporciones de quinurénico a triptéfano

Nota: 1 : aumento { : disminucion; Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; EC: enteropatia cronica;

DNH: diarrea aguda no hemorragica; DHA: diarrea aguda hemorragica; DA: diarrea aguda (tanto DNH

como DHA combinadas). Adaptado de Huang et al. (2020)

Los tipos de tratamiento que se utilizan para las enfermedades gastrointestinales en canes

incluyen: uso de medicamentos, modulaciéon dietética y trasplante de microbiota fecal. El uso de

medicamentos, principalmente antibidticos actla reduciendo la carga bacteriana total mediante la

supresién de la estimulacidon inmunitaria y la conversion de metabolitos toxicos (Minamoto et al., 2014;

Suchodolski et al., 2012). Este tratamiento provoca a largo plazo cambios en la composicion de la
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microbiota y riesgo de resistencia a los antimicrobianos (Ziese & Suchodolski, 2021). La modificacion de
la dieta reduce el almacenamiento de sustrato no digerible en el lumen intestinal (Bresciani et al., 2018;
S. Wang et al., 2019). Este procedimiento es individualizado y puede presentar efectos secundarios en el
caso de hipersensibilidad alimentaria o de alimentos dificiles de digerir (Ziese & Suchodolski, 2021). A su
vez, la reconstruccién de la composicién microbiana mediante el trasplante de microbiota fecal puede
incurrir en infecciones, diarrea, flatulencia, distensiéon abdominal, fiebre y vémito (Kao et al., 2017; F.
Zhang et al., 2018).

Las practicas estandar actuales a menudo sufren de inestabilidad metabdlica y dan como
consecuencia, resultados terapéuticos insatisfactorios (Cao et al., 2023). El uso de probiéticos ha ganado
notoriedad, ya que, segun las cepas utilizadas y la dosis, pueden mejorar la funcién de barrera intestinal,
actuar como inmunomoduladores e incluso, ser agentes antimicrobianos (La Fata et al., 2018; Salavati,
2022).

Probiodtico
Definicion

Segun la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP), los probidticos
son microorganismos vivos que, al ser administrados de manera adecuada ejercen una influencia
positiva sobre la salud del organismo (Hill et al., 2014). Son microorganismos viables que permiten
equilibrar la microbiota intestinal y promover el bienestar del huésped (Das et al., 2022; Gilliland, 2003;
Purdel et al., 2023). Etimoldgicamente, la expresidn “probidtico” se compone de la preposicidn latina pro
(“para”) y el adjetivo griego BlwTtikog (biotico, “bidtico”), derivado del sustantivo, Biog (bios, “vida”)
(Aspri et al., 2020; Cuervo-Zanatta et al., 2021; Hamilton-Miller et al., 2003).

Historia
A lo largo de los aiios, la fermentacidn se ha considerado un método para la conservacién de

alimentos debido a que la actividad metabdlica de los microorganismos que resulta en la generacién de
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acidos organicos, alcoholes, bacteriocinas y otros compuestos antimicrobianos (Marco et al., 2021). En
este contexto, los organismos asociados a este proceso superan a los posibles patégenos, favoreciendo la
seguridad y estabilidad de los alimentos (Anyogu et al., 2021). Esta circunstancia, ha facilitado la
presencia natural de probidticos en alimentos sometidos a fermentacién como el yogur, el pan, el queso,
el chucrut y el kimchi (Rezac et al., 2018; Shah et al., 2023). Se presume incluso que, durante la
revolucidn neolitica, la transicion de las comunidades de cazadores-recolectores hacia comunidades
agricolas sedentarias estuvo acompanada por la incorporacion de alimentos y bebidas fermentadas
(Dominy, 2015; Sibbesson, 2019). A su vez, en épocas histdricas antiguas, como en las culturas griegas y
romanas, se considero los beneficios derivados del consumo de estos alimentos fermentados (Tortora et
al., 2010).

Para 1905, se aislé el primer microorganismo capaz de transformar la leche en yogur mediante
fermentacidn, este recibid el nombre de Lactobacillus bulgaricus, debido a su presencia en yogures
originarios de Bulgaria (Stoilova, 2011). Sin embargo, fue Metchnikoff (1907) quien establecié la relacion
entre los microbios de alimentos fermentados y su influencia en la modificacién de la microbiota del
cuerpo humano, sugiriendo que aportaba beneficios en términos de longevidad (Brown & Valiere, 2004).
Recién en 1965, se acuiid el término “probidticos” para representar las sustancias que un organismo
secreta para estimular el crecimiento de otro (Anukam & Reid, 2007; Kemgang et al., 2014). Tras nueve
afios, Parker (1974) postuld la definicion de probidticos como agentes que contribuyen al equilibrio
microbiano intestinal. Quince afios después, Fuller (1989) propuso que los probidticos eran suplementos
microbianos que ejercen efectos beneficiosos al mejorar el equilibrio microbiano del huésped.
Posteriormente, Salminen y colaboradores (1998) los describieron como alimentos que contienen
bacterias vivas con beneficios para la salud.

La creciente popularidad de los probiéticos impulsé a la FAO (Organizacién de las Naciones

Unidas para la Agricultura y la Alimentacion) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) a adoptar una
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definicidn consensuada de los probiéticos, segln la cual son microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped (FAO/WHO, 2006).
Esta definicion ampliamente aceptada y utilizada abarca todas las aplicaciones de los microorganismos
vivos en este contexto (Anukam & Reid, 2007). Para que un microorganismo sea reconocido como
probidtico, es indispensable que cuente con ciertos parametros basicos: seguridad, funcionalidad y
utilidad tecnoldgica (Figura 4) (Kunes & Kvetina, 2016; Markowiak & Slizewska, 2018).

Figura 4.

Criterios de seleccion y propiedades requeridas en cepas probidticas

Unidad

Funcionalidad . .
tecnologica

Seguridad

Capacidad para sobrevivir y
mantener la actividad metabdlica, y

Facil produccion de grandes
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\ J para crecer en el lugar de destino. productividad de los cultivos.
( ) \ J \ J
Aislado del tracto gastrointestinal de p N p
individuos sanos. Viabilidad y estabilidad de las
\ J Resistencia a las sales biliares y a las propiedades deseadas de las
( ) enzimas. bacterias probidticas durante los
o procesos tecnoldgicos.
Historial de uso seguro. \ J
\ 7 ( D ( . . A
p 2 Alta tasa de supervivencia en

I . almacenamiento en productos
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\ J . J \ J

Resistencia al pH bajo del estémago.

-
Ausencia de datos relativos a una
asociacion con enfermedades
infecciosas.

Ausencia de capacidad para escindir
sales de acidos biliares.

Ausencia de efectos adversos.

Ausencia de genes responsables de
la resistencia a antibidticos.

{ 3\
Competitividad con respecto a las
especies microbianas que habitan el
ecosistema intestinal y actividad
antagonista frente a patdgenos.

L

Resistencia a las bacteriocinas y a
los 4cidos producidos por la
microbiota intestinal enddgena.

. v

' 3\
Adherencia y capacidad de colonizar
sitios particulares del organismo, y
una tasa de supervivencia adecuada
en el sistema gastrointestinal.

Garantia de las propiedades
sensoriales deseadas de los
productos acabados (en el caso de la

industria alimentaria).
L

{ 3\

Estabilidad genética.

Resistencia a los bacteriéfagos.

Nota. Adaptado de Kunes & Kvetina (2016); Markowiak & Slizewska (2018).
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Desarrollo de cepas probidticas
Identificacion y caracterizacion de cepas probidticas en canes

La similitud estructural y funcional entre el microbioma canino y humano ha posibilitado la
obtencién de terapias en ambos grupos, ya que los estudios en perros pueden prever resultados en
humanos u otras especies, y viceversa (Coelho et al., 2018; Ericsson, 2019; Hernandez et al., 2022). A
medida que se intensifica el analisis de probidticos especificos para canes, resulta importante la
seleccidon minuciosa de cepas que cumplan con criterios, como la capacidad de establecer una
interaccion beneficiosa con el huésped canino (Fathima et al., 2022; Van Immerseel et al., 2004). En el
campo de la salud y nutricién animal, ha sido de gran interés el uso de técnicas para la identificacién y
caracterizacion de cepas, que incluyen la evaluacion de sus propiedades metabdlicas y su capacidad para
modular la respuesta inmune (Pickard et al., 2017). Sin embargo, en la actualidad aln se discuten las
propiedades inmunomoduladoras de los probidticos, y este aspecto se explora a través de diversos
modelos de investigacion, como lineas celulares, modelos animales e incluso, modelos matematicos
(Jakubczyk et al., 2020; Rehman et al., 2012). En las tablas 3 y 4 se muestran distintas cepas bacterianas
tanto de origen canino como no canino que se utilizan como probidticos para caninos (Lee et al., 2022a).

Dado que los microorganismos probidticos son altamente susceptibles a las condiciones del
entorno, la evaluacidn de su estabilidad es una etapa esencial para establecer los pardmetros necesarios
en cuanto a su produccién y almacenamiento (Manojlovic¢ et al., 2010; Zuidam & Nedovi¢, 2010). La
eficiencia de los probidticos esta sujeta a una variedad de factores, incluyendo el género, la especie, el
biotipo de la cepa, la formulacion, el estrés ambiental (oxidacion, reduccidn, temperatura, humedad, pH,
presién osmatica y niveles de oxigeno) y estabilidad en fluidos biolégicos (Baral et al., 2021). Es esencial
someter una cepa probidtica a pruebas exhaustivas que abarquen las condiciones de crecimiento
durante la fermentacidn, condiciones de recoleccion y las condiciones de congelacion (Ranadheera et al.,

2017; G. Q. Wang et al., 2020).
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Cepas bacterianas de origen animal utilizadas por sus propiedades probidticas en caninos
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Cep.as Fuente Evaluacion de Resultado Referencia
bacterianas
Lactobacillus Canina Digestibilidad delos  Aumento de la digestibilidad dela  (S. Kumar et
johnsonii nutrientes y de los fibra bruta. Aumento de las al., 2017)
CPN23 metabolitos concentraciones de AGCC en las
fermentativos heces. Reduccion de la
fecales concentracion de amoniaco fecal.
Lactobacillus Canina Muestras de sangre  Aumento de la poblacién de (Strompfova
fermentum y composicién del bacterias lacticas y disminucién de  etal., 2017)
CCM 7421 microbioma fecal géneros bacterianos
gramnegativos. Modulacién de las
heces liquidas a una consistencia
normal (perros con diarrea)
Lactobacillus Canina Perfil de la muestra Disminucién del nivel plasmatico (S. Kumar et
johnsonii de sangre de glucosa y colesterol. al., 2016)
CPN23

Nota: Adaptado de Lee et al. (2022)

Tabla 4.

Cepas bacterianas de origen no canino utilizadas por sus propiedades probidticas en caninos

Cep.as Fuente Evaluacion de Resultado Referencia
bacterianas
Lactobacillus Tracto Estado nutricional y Puntuacion de la (Marelli et
acidophilus gastrointestinal fecal condicién corporal al., 2020)
D2/CSL (Gl) de un pollo superior a la del grupo
adulto sano de control. Efecto
positivo en la
consistencia fecal.
Enterococcus Heces de un bebé Efecto dela La terapia dual que (Fenimore
faecium SF68 sano amamantado administracion de administra et al., 2017)
metronidazol con metronidazol con
Enterococcus faecium  Enterococcus faecium
SF68 para tratar la SF68 mejoré la salud de
diarrea los perros con diarrea.
Enterococcus Heces de un bebé  Perfil de la muestra de La concentracién media (Lucena et
faecium SF68  sano amamantado sangre de colesterol disminuyé al., 2019)

y la concentracién de
triglicéridos aumento

Nota: Adaptado de Lee et al. (2022)
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Tecnologias de microencapsulacion

La microencapsulacidn proporciona una proteccién completa y una notoria eficacia para que los
probidticos superen los desafios durante su procesamiento y su transito por el entorno gastrico (Coelho
et al., 2018). Las practicas bien desarrolladas y establecidas de microencapsulacién involucran el secado
por aspersion y la liofilizacidn (Krokida, 2017).

Secado por aspersion. El proceso involucra la atomizacién de un liquido en forma de gotas, las
cuales experimentan una rapida pérdida de humedad y se deshidratan al entrar en contacto con una
corriente de gas caliente (Saleem et al., 2017). La viabilidad de los probidticos esta influida por la
temperatura del proceso y el tiempo de residencia, pero estos factores no se pueden alcanzar al mismo
tiempo facilitando la supervivencia de microorganismos (Fu et al., 2018). Por ende, las altas
temperaturas y velocidades de secado no permiten la adecuada encapsulacion de sustancias bioactivas
sensibles a la temperatura (D. Zhang et al., 2018).

Liofilizacion. También conocido como secado por congelacion, es un método que comprende
tres etapas: la congelacidn, que es el paso critico para mantener la viabilidad bacteriana durante el
proceso; la sublimacidn al vacio (secado primario) después de lo cual se eleva la temperatura para
desorber el agua descongelada (secado secundario) (Merivaara et al., 2021). Los dafios celulares
producidos durante la congelacién dependen netamente de la cinética de enfriamiento, y esta variable
puede ser gestionada durante el tratamiento de la muestra, evitando el estrés intracelular por la pérdida
de agua (Bodzen et al., 2021). La liofilizacién se define como un proceso que convierte la humedad de la
muestra en hielo y permite que el agua se sublime de un estado sdlido a un estado gaseoso en
condiciones de vacio, para lograr el propdsito de deshidratacion, que es la tecnologia de
microencapsulacién mas utilizada en la industria alimentaria y farmacéutica (W. Sun et al., 2023). Las

ventajas de la liofilizacién son que se lleva a cabo a bajas temperaturas, se procesa al vacio y tiene una
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alta capacidad de movimiento del agua, lo que puede evadir el dafio por calor y evitar la toxicidad del
oxigeno, lo que resulta en una vida util mas larga (Moayyedi et al., 2018).
Materiales de encapsulacion

Para facilitar la supervivencia de las células durante el secado, es crucial el tratamiento previo de
las células (Wessman et al., 2013). La formulacién forma una matriz que incrusta las células y las protege
de tensiones perjudiciales impuestas sobre los microorganismos durante el proceso (Grumet et al.,
2020a). Diversos tipos de recubrimiento han sido empleados en el proceso de microencapsulacion; sin
embargo, los mas destacados son las microcdpsulas con revestimientos a base de carbohidratos y
proteinas (Kowalska et al., 2022). Sin embargo, ha surgido un enfoque alternativo de coencapsulacién de
probidticos con prebidticos para mejorar su administracién y liberacién en el intestino huésped
(Rashidinejad et al., 2020).

Prebidticos. Segin Kumar y colaboradores (2018) son sustratos que resisten la hidrélisis y
pueden adsorberse en el tracto gastrointestinal. Actian como sustrato selectivo para la fermentacién de
bacterias benéficas induciendo de este modo cambios en la composicidn de la microflora coldnica, con el
objetivo de promover un ambiente intestinal mds saludable, y proporcionando ventajas para la salud del
huésped. Yeo & Liong (2010) describen el aumento de la viabilidad de las cepas probidticas y la
produccidon de galactosidasa mediante la suplementacién de fructooligosacaridos (FOS), inulina'y
maltrodextrina. Ademas, estos hidratos de carbono tienen la capacidad de actuar como criopreservantes
(Oluwatosin et al., 2022).

Mecanismo de accidn de los probidticos

A pesar del creciente uso de probidticos y prebidticos para caninos, se ha realizado un nimero

limitado de investigaciones que evallen la interaccién compleja entre los microorganismos benéficos y

las células del sistema gastrointestinal canino (Schmitz & Suchodolski, 2016). La comprensién de los
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mecanismos de accién de los probidticos varia segun la cepa y ha evolucionado mediante la exploracidn
y analisis de multiples especies (Plaza-Diaz et al., 2019).

Para Mazziotta et al. (2023), los probidticos ejercen una funcién esencial en las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas del huésped, a través de la modulacién los principales agentes
inmunitarios como las células dendriticas (CD), los macréfagos vy los linfocitos B y T. Estas interacciones se
producen predominantemente en la superficie entre las células inmunitarias intestinales del huésped y
los probidticos. Estas interacciones tienen lugar principalmente en la interfaz de la barrera intestinal que
abarca el epitelio intestinal y la Iamina propia subyacente. El epitelio intestinal estd envuelto por una
capa de moco, secretada por células caliciformes, que separa la microbiota intestinal del epitelio. Tras su
consumo, las bacterias probidticas se adhieren a las células epiteliales intestinales y desencadenan su
activacion a través de receptores de reconocimiento de patrones esto provoca la liberacién de citoquinas
orquestando la induccién de células t reguladoras (Treg) que mantienen el equilibrio inmunitario en la
mucosa intestinal Las células Treg ejercen una influencia supresor a Sobre la respuesta inmunitaria,
fundamental para limitar la reactividad excesiva. En particular los enteros sitios especializados
denominados micro células (Células M) facilitan la transferencia de antigenos intestinales a las células
dendriticas, situadas estratégicamente por encima de la placa de Peyer en el epitelio dentro del lumen
intestinal, las células dendriticas procesan los probidticos directamente en la ld&mina propia en este
intrincado entorno las células dendriticas intestinales preparan eficazmente a los linfocitos T CD8+/CD4+,
dirigiendo las respuestas de los linfocitos t colaboradores hacia distintos patrones, incluidos los perfiles
Th1, Th2, Th17 o reguladores la respuesta Th1, caracterizada por la produccion de Interferdn (IFN-y),
gobierna la inmunidad mediada por células por su parte la respuesta Th2 caracterizada por la secreciéon
de interleucinas (IL-4 e IL-5), fomenta la inmunidad humoral la via Th17 se centra en la produccién de IL-
17, mientras que la induccidn de Tregs conduce a la liberacién de interleucina 10 (IL-10) o factor de

crecimiento transformante (TGF-B) Ademas, los probidticos orquestan la maduracién de las células b en
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radas por las

células epiteliales intestinales crean un micro entorno dentro de la [dmina propia que fomenta la

expansion clonal de las células BR responsables de la produccion de IgA a continuacién es

tas IgA

atraviesan el epitelio sin cruzan en la capa mucosa y regulan la adhesién bacteriana a los tejidos del

huésped (Figura 5). Estas estrategias subrayan la multifuncionalidad de los probidticos en

de la salud gastrointestinal canina (R. P. Singh et al., 2022; Treeful, 2023).

la promocion

Figura 5.
Vista esquemdtica de la interaccion entre las células inmunitarias intestinales del huésped y los
probidticos.
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Las tres cepas Lactobacillus spp. fueron aisladas previamente a partir del calostro de leche

canino debido al trabajo conjunto entre la Universidad de Concepcién, Chile y el Centro de Referencia

para Lactobacilos (CERELA) de Tucuman, Argentina. Las cepas se obtuvieron de la coleccidn del

Laboratorio de Fisiopatologia, Universidad de Concepcién, Chile donde se encontraban congeladas en

una solucion de glicerol al 30% (v/v) en un ultracongelador a -80°C.

Medio de cultivo para bacterias dcido-lacticas (BAL)

Se selecciond el medio de cultivo selectivo para Lactobacilos: Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (MRS-

Broth, Merck Millipore, Alemania) para las suspensiones liquidas y, el agar MRS (MRS-Agar, Merck

Millipore, Alemania) con la misma composicion (Tabla 5), suplementado con agar como agente

solidificante.

Tabla 5.

Composicion del medio de cultivo para Lactobacilos. GranuCult™ de Man, Rogosa and Sharpe (MRS)

Especificada por ISO 15214

Agar GranuCult™ MRS (de MAN, ROGOSA y
SHARPE) acc. Norma ISO 15214

Digestidn enzimatica de caseina
Extracto de carne

Extracto de levadura

Glucosa

Ortofosfato de di-potasio hidrégeno
Tween 80

Citrato de triamonio

Acetato de sodio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Sulfato de manganeso monohidrato
Agar

pHa25°C

10 g/L
10 g/L
4g/L
20g/L
2g/L
1.08 g/L
2g/L
5g/L
0.2g/L
0.05 g/L
12-18 g/L
5.6-5.9

Digestidon enzimatica de caseina
Extracto de carne

Extracto de levadura

D (+)-Glucosa

Ortofosfato de di-potasio hidréogeno
Tween 80

Citrato de triamonio

Acetato de sodio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Sulfato de manganeso monohidrato
Agar-Agar

pHa25°C

10g/L
10g/L
4g/L
20g/L
2g/L
1.08 g/L
2g/L
5g/L
0.2g/L
0.04 g/L
14 g/L
5.6-5.9

Nota. Adaptado de Busse (1995)
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BAM R11 (Butterfield's Phosphate-Buffered Dilution Water).
Se agregaron 34 g de KH,PO, en 500 mL de agua destilada estéril y se ajusta a pH 7.2. Se
almacené en refrigeracién a 4°C. Para la preparacion del Buffer de Siembra, se diluyé 1.25 mL de la

solucion madre BAM-R11 anterior y se llevd a un volumen de 1 litro con agua destilada estéril.

Antrona 0.2% en dcido sulfurico concentrado.

En 50 mL de acido sulfurico concentrado (H.S0a, 95.5%) se disolvié 0.2 gramos de antrona
(cetona aromatica triciclica) con agitacion y aforar a 100 mL con el 4cido. Almacenar a 4°Cy en un envase
oscuro.
Solucion patron de glucosa 100 mg/L.

Para el estandar se disolvié 0.1 gramos de D-(+)-Glucosa (Sigma-Aldrich, 295.5% (GC)) en 50 mL

de agua destilada y aford a 1 litro. Almacenar en refrigeracion.

Lineas celulares

Las lineas celulares MDCK y DH-82 se obtuvieron de la coleccién del Laboratorio de Fisiopatologia,
Universidad de Concepcion, Chile. Se almacend las células a -80°C en medio de congelacion.

MDCK. (Canis lupus familiaris, Madin-Darby Canine Kidney, células epiteliales renales caninas,
ATCC-CCL-34, NBL-2).

DH82. (Canis lupus familiaris, Golden retriever, macréfagos caninos, ATCC-CCL-34, ATCC-CRL-
3590).
Medio de cultivo celular

Para el cultivo celular se preparé medio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, DMEM) suplementado con Suero Fetal Bovino (SBF) al 10%; Penicilina/Estreptomicina al
1% y L-glutamina 2mM. Para el almacenamiento de las células se utilizé6 medio DMEM suplementado con

SBF al 20%, dimetilsulféxido (DMSO) al 10, Penicilina/Estreptomicina al 1% y L-glutamina 2mM.
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Metodologia

El trabajo se dividié el proceso en tres etapas principales: la cinética de crecimiento de las cepas
probidticas, la encapsulacion de las cepas por liofilizacidn y la caracterizacion biolégica de las cepas
encapsuladas. La cinética de crecimiento establecié un proceso dindmico de estas cepas en condiciones
especificas de crecimiento. La encapsulacion se exploré como una estrategia para mejorar la viabilidad
de los probidticos a durante el almacenamiento de estos. Finalmente, la caracterizacién bioldgica a partir
de ensayos in vitro permitio la evaluacion de las interacciones entre las cepas probidticas y el entorno
intestinal.

Objetivo 1. Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probidticas basadas en
cepas de Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacion.

Cinética de crecimiento de las cepas Lactobacillus spp.
Preparacion del cultivo bacteriano

Bajo condiciones asépticas, se preparo el preindculo afiadiendo 100 uL de la muestra
criopreservada en un tubo cénico (50 mL) con 30 mL de medio MRS. Se incubd en un agitador orbital
(TU-400 Orbital Shaker Incubator, MRC, Israel) a 37°Cy 150 rpm durante 16 h (Agregadn-Pérez et al.,
2021; Krzywonos & Eberhard, 2011). Se agregé el contenido del tubo en un matraz Erlenmeyer estéril
con 270 mL de medio y se incubd a 37°Cy 150 rpm durante 28 h (Zawistowska-Rojek et al., 2022).

Para los ensayos de la cinética de crecimiento, se tomaron muestras a intervalos de una hora
hasta alcanzar la fase estacionaria y posteriormente, el muestreo fue cada 4 h. Todas las muestras fueron
utilizadas en la medicién de densidad 6ptica (DOsoonm). Mientras que, para las determinaciones de
viabilidad por recuento de unidades formadoras de colonias por mL, biomasa mediante peso seco y
contenido de glucosa por determinacién de carbohidratos, se utilizaron las muestras recolectadas cada 4

h.
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Densidad dptica

La medicidén de la densidad dptica (DO) se realizé en un espectrofotémetro UV-visible (Bel
Photonics, Modelo UV-M51, Italia) a una longitud de onda (A) de 600 nm (DOggo nm). Las muestras y el
medio MRS utilizado como blanco fueron diluidos en agua destilada para mantener una concentracion
adecuada dentro del rango de deteccién del equipo considerando valores netos de DOgponm €ntre 0.2 y
0.8. Se grafico la curva de crecimiento con el tiempo como variable independiente y la densidad éptica
como variable dependiente (Raheem et al., 2022).
Viabilidad celular

El recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) a partir de cultivo liquido permitié
determinar la cantidad de microorganismos viables en una muestra (Gebre et al., 2023). A partir de las
alicuotas tomadas se diluyeron 100 pL de la muestra en 900 uL de tampdn fosfato estéril y se prepararon
diluciones seriadas. Para cada dilucidn, se realizé la inoculacion (100 pL) de placas de agar MRS por
duplicado utilizando el método de siembra por extensiéon. Se incubd las placas a 37°C durante 48 h y para
el conteo de microorganismos se considerd las placas donde se encontraba un recuento entre 30 y 300
colonias siguiendo el protocolo de Lanara (1981) descrito por Jurado-Gamez y colaboradores (2014).

UFC B No de colonias - Factor de dilucién

mL  Volumen de siembra (mL)
Determinacion de biomasa
El método de referencia para la biomasa fue la determinacién gravimétrica del peso seco, que se
define como la fraccién insoluble del medio de cultivo tras la eliminacién del agua (Wechselberger et al.,
2013). Se recolectaron 5 mL de las muestras y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos
(Universal 320 R, Hettich, Alemania). El sobrenadante se almacené a 4°C para la determinacién del
contenido de glucosa en el medio, mientras que el pellet se resuspendié en 1 mL de agua destilada. La

suspension se colocd en un platillo de aluminio adecuado a la balanza infrarroja de secado (RADWAG,
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Radom, Poland) ajustada a 90°C hasta alcanzar un peso estable. La concentracion de biomasa en g/L se
calculé dividiendo la diferencia entre los pesos del platillo de aluminio (antes y después del secado) por

el volumen de la muestra (E. Li & Mira De Orduia, 2010).

Determinacion del contenido de glucosa

La determinacidn del contenido de glucosa consumida se basé en la metodologia de Dubois y
colaboradores (1956) descrita por Rodriguez (1987). Las células emplearon la glucosa como fuente de
carbono principal, debido a su facilidad de metabolismo, abundancia, eficiencia energética (Blanco &
Blanco, 2022; Cooper, 2000; Malina et al., 2021). La fundamentacién del método (Figura 6) estuvo
basado en la hidrdlisis de los polisacaridos en monosacaridos, principalmente la glucosa no consumida
en el medio. Estos remanentes de glucosa se deshidrataron en presencia de acido sulfirico concentrado,
formando hidroximetilfurfural o furfural. Al combinar estos compuestos con antranol, que es la forma
activa de la antrona, se produjo una reaccién que da lugar a la formacién de un complejo de color verde-
azulado, el cual se cuantificé mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 625 nm (DOe25 nm)
(Grande et al., 1953; More et al., 2018; Stephen & Merrifield, 2005).

Para generar la curva de calibracidn se prepararon seis puntos (Tabla 6) a partir de un patrén de
glucosa conocido (100 mg/L). Las muestras se diluyeron en agua destilada (Tabla 7), considerando una
dilucidn inicial 1:1000 ya que el medio MRS comercial contiene 20 g de glucosa por litro. Se alicuoté 2mL
de cada dilucién en tubos Falcon (15 mL) y se agregd 4 mL del reactivo de antrona (0.2% en H,SO,4 conc.).
La reaccion se incubd en hielo durante 5 minutos y posteriormente, se agité por vértex. Se dejé en bafio
Maria a 100°C durante 10 minutos y se enfrié en hielo por 5 minutos. La densidad 6ptica se midié en un
espectrofotémetro utilizando cubetas de vidrio de 1mm de espesor a una longitud de onda de 625 nm
(DOeg3s). A partir de la regresion lineal de la curva de calibracion y la relacién con la ecuacion de Lambert

Beer se calculé la concentracion de glucosa en pg/mL.



Figura 6.

Representacion esquemdtica de la prueba de cuantificacion de glucosa consumida.
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Nota: Elaboracion en ChemSketch (2021, Version 1.2)

Tabla 6.

Datos para la preparacion de la curva de calibracion de glucosa.

Concentracion [ug/mL] Volumen de solucién patréon [mL] Volumen de agua [mL]

0 0 2
10 0,2 1,8
20 0,4 1,6
30 0,6 1,4
40 0,8 1,2
50 1,0 1,0

Tabla 7.

Preparacion de las muestras obtenidas a partir del sobrenadante de los cultivos microbianos.

Tiempo [h] Dilucién Volumen de muestra [uL] Volumen de agua [mL]
0 1:1000 10 9,99
4 1:500 20 9,98
8 1:500 20 9,98
12 1:500 20 9,98
16 1:200 50 9,95
20 1:100 100 9,90
24 1:100 100 9,90

28 1:100 100 9,90
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Curva de estandarizacion DO vs UFC/mL

A partir de un cultivo de 16 h (fase estacionaria de crecimiento alcanzada) se determiné los
valores de DO, y se diluyd el indculo en medio MRS fresco hasta alcanzar una DO de 0.1, tomando
muestras a cada hora (Hall et al., 2014; Van Alst et al., 2016). Después de la medicién de DO, se
sembraron las muestras en agar MRS mediante la técnica de siembra por extension de diluciones
seriadas. Las ecuaciones estandares para cada cepa se obtuvieron a partir de una regresion lineal
realizada de los datos de DOgoonm COMo abscisa y las unidades formadoras de colonias por mL como
ordenada (Raheem et al., 2022; Van Alst et al., 2016). Las mediciones de densidad dptica y los recuentos
de biomasa viable (UFC/mL) fueron los métodos que se utilizaron habitualmente para la cuantificacion
directa de las bacterias (Duedu & French, 2017).

Encapsulacidn de las cepas probidticas
Liofilizacién (Secado por congelacién)

La composicidn de las formulaciones probidticas se establecidé considerando los resultados de
viabilidad celular obtenidos en proyectos previos, realizados en el Laboratorio de Biotecnologia y
Biofarmacos, Departamento de Fisiopatologia de la Universidad de Concepcion. En este sentido, el uso
de agentes prebidticos como encapsulantes se establecieron en el ensayo como se indica en la tabla 8.

Tabla 8.

Cepas caninas liofilizadas con mejor rendimiento segun el material de encapsulacion

Microorganismo Material de encapsulacion (%p/v)
CEPA-16 12.5% Maltodextrina + 12.5% FOS
CEPA-17 10% FOS + 10% Inulina
TUCO-4 10% FOS + 10% Inulina

El cultivo se centrifugd a 10.000 rpm por 10 minutos a 15 °C. Se resuspendid los materiales de
recubrimiento y el pellet de células en agua destilada estéril, con agitacién magnética durante 20

minutos. Una vez homogeneizada la mezcla, se traspasé a recipientes de fondo plano completando entre
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un 10-20% de la capacidad total del envase. Para evitar el estrés de las células con una disminucién
gradual de la temperatura, se expuso a congelacién durante 4 h a -20°Cy 4 h a -80°C posteriormente se
secaron en el liofilizador (BK-FD12PT, Biobase Bioindustry, China) por 72 h. El producto se trituré de

forma mecdnica y se almacend en bolsas de polipropileno (Jalali et al., 2012).

Viabilidad y estabilidad celular.

Para el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) a partir de las cepas liofilizadas se
resuspendio 1 g de la cepa liofilizada en 10 mL de buffer de siembra. Utilizando el mismo diluyente, se
prepararon diluciones seriadas hasta alcanzar una dilucién 10”. Posteriormente, se sembré por
extensién 100 pL de las dos ultimas diluciones en placas de agar MRS, por duplicado. La incubacién se
realizd a 37°C durante 48 h (Gebre et al., 2023). A las formulaciones se les evalud la viabilidad celular
mediante recuento microbiano (Visciglia et al., 2022) y los valores se calcularon utilizando la siguiente

ecuacion:

N
Viabilidad celular (%) = (N—a) * 100
0

Donde Noy N, fueron los valores de log UFC antes y después de la liofilizacidn, respectivamente.

Para el analisis de estabilidad, los productos liofilizados se dividieron en porciones y se realizaron
ensayos en tiempo real incubando las muestras a 25°C+2°C y 60%+5% de humedad relativa (Hr) y un
ensayo en condiciones aceleradas con las muestras expuestas a 40°C+2°Cy 75%+5% de Hr durante tres
meses. Mensualmente se determinaron los recuentos de células viables de los productos liofilizados
(Nguyen et al., 2023).

N,
Tasa de supervivencia(%) = (N—t> * 100

0

Donde Noy N fueron los valores de log UFC en tiempo 0 y en tiempo t, respectivamente.
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Caracterizacion biolégica mediante ensayos in vitro

Objetivo 2: Analizar los efectos citotéxicos de las formulaciones probidticas encapsuladas en la
linea celular MDCK mediante el ensayo colorimétrico MTT.

Ambas lineas celulares MDCK y DH82 se cultivaron en medio DMEM suplementado para cultivo.
Se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humidificada con CO; al 5%. Para la amplificacion de las células
se utilizo tripsina, enzima que permite el desprendimiento de las células por su capacidad de cortar

cadenas largas de aminoacidos (Hirota et al., 2006).

Ensayo de viabilidad celular

El andlisis de viabilidad celular fue realizado mediante el ensayo de reduccién de tetrazolio MTT,
gue emplea bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Se cultivaron 5000 células de la
linea celular MDCK en placas de 96 pocillos. Para promover su diferenciacion de monocitos en
macréfagos se dejé incubar por 16 h hasta una confluencia del 80%. Se lavaron primero con PBS y se
agregaron Se trataron las células con las cepas probidticas encapsuladas a diferentes concentraciones y
con el material de encapsulacidn. Al retirar el tratamiento, a cada pocillo se le afiadié 100 uL de medio
DMEM libre de suero y 10 pL de la solucién de MTT, logrando una concentracion final de 0.45 mg/mL.
Posteriormente, la mezcla fue incubada a 37 °C durante un periodo de 3 h. Para la solubilizacién de los
cristales de formazan, se adicionaron 100 plL de una solucidn de isopropanol acidico y se agité
vigorosamente. Se utilizd un lector de microplacas multimodal BioTek Synergy HTX (Biotek Instruments,
Vermont, EU) para medir la absorbancia a 570 nm y 630 nm (Riss et al., 2016). Para calcular el porcentaje
de viabilidad celular se utilizé la siguiente formula:

o Absorbancia corregida tratamiento
% Viabilidad celular = - , - - * 100%
Absorbancia corregida control sin tratamiento

Considerando que el control de tratamiento corresponde a una viabilidad del 100%, los
resultados que sobrepasen el 100% indican incremento en la capacidad o viabilidad celular, mientras que

los valores por debajo de 100% sefialan citotoxicidad.
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Objetivo 3: Cuantificar la expresidn de citoquinas proinflamatorias y de regulacidon negativa en

células DH82 tratadas con las formulaciones probidticas encapsuladas mediante RT-qPCR.

Ensayo de inmunomodulacion en células DH82

Las células DH82 se cultivaron en placas de 24 pocillos hasta legar a una confluencia del 80%. Se
tratd las células con lipopolisacéaridos (LPS) a una concentracion de 1 pug/mL durante 4 h, considerando
grupos control sin estimulacién y preestimulados Unicamente con LPS sin el tratamiento probidtico
posterior. Se procedié al lavado de las células, seguido por un tratamiento de 12 h con diferentes
concentraciones de las cepas bacterianas (1x10° UFC/mL; 1x10° UFC/mL; 1x107 UFC/mL; 1x108 UFC/mL).
Cada condicidn se replicé tres veces. Las suspensiones bacterianas se prepararon utilizando medio de
cultivo DMEM complementado con SBF al 10%, L-glutamina 2 mM y solucidon de aminoacidos no
esenciales (NEAA). Los tratamientos se mantuvieron a 37°C, 5% CO.. Finalizado el tiempo indicado, se
procedio a la extraccion de ARN mediante el reactivo Trizol (Invitrogen) a partir de las instrucciones del
fabricante (Rio et al., 2010; Thermo Fisher Scientific, 2023). La cuantificacion del ARN se realizé6 mediante
el lector de microplacas multimodal BioTek Synergy HTX (Biotek Instruments, Vermont, EU), verificando la
integridad a través de electroforesis de agarosa y almacenando las muestras a -80°C.

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de PCR en tiempo real (RT-qPCR) para evaluar la
expresion relativa de diversos genes, a partir de marcadores proinflamatorios como citoquinas TNF-q, IL-
6 e IL-1B y reguladores negativos de la inflamacion como MKP-1 (Tabla 9). El gen GAPDH fue utilizado
como normalizador. Para la sintesis de ADN complementaria y las reacciones de PCR en tiempo real se
utilizé el kit comercial Brilliant Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix (Agilent, EU) y el equipo Agilent
AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, EU) con las condiciones descritas en la Tabla 10. Los resultados se
analizaron mediante el método comparativo de Livak-Schmittgen (222") que compara dos valores en el

exponente que representan los valores de expresiéon normalizados (Ganger et al., 2017).



Tabla 9.

Secuencias de partidores usados en RT-qPCR para la especie Canis lupus familiaris
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Gen Secuencias 5’-3’ Tam.arlo del Tm Acceso GenBank
amplicén (pb)
TNFa-c Forward TAGCAAACCCCGAAGCTGAG 118 60.04 NM_001003244.4
Reverse TACAACCCATCTGACGGCAC 60.04
IL-6-c Forward GGGAAAGCAGTAGCCATCAC 78 58.62 NM_001003301.1
Reverse CAGGACCCCAGCTATGAACT 58.79
IL-1B-c  Forward GAAAGCCCACCCTACAGCTA 195 59.09 NM_001037971.1
Reverse GGCCACCTCTGGTATTTCCT 59.08
MKP1-c Forward AGCACCCCACTCTATGACCA 121 60.25 XM_022417693.1
Reverse TGATCAAGGCAGTGATGCCC 60.39
GAPDH-c  Forward GTCCCCACCCCCAATGTATC 98 59.81 NM_001003142.2
Reverse TCCGATGCCTGCTTCACTAC 59.82
Nota: c: canino. Obtenido de Sayers et al. (2022)
Tabla 10.
Condiciones utilizadas en el equipo para RT-qgPCR
Etapa Temperatura (°C) Duracién No. Ciclos
RT 50 30 min 1
Hot Start 95 10 min 1
Amplificacién 95 15s 40
59 30s
Melting 95 30s 1
65 30s
95 30s

Nota: Obtenido de Sayers et al. (2022)

Analisis estadistico

Los datos mostrados constituyen la media aritmética de los valores de dos o mas repeticiones,

dependiendo del ensayo en cuestidn + la desviacion estandar. Antes de realizar analisis de varianzas

(ANOVA; a un nivel de significancia de p < 0,05), se confirmé la distribucion normal (prueba de Shapiro-

Wilk) y la homogeneidad de varianzas de los datos (proceso automatico en el software) en GraphPad
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Prism 8 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). El andlisis estadistico y la creacion de graficos se
efectuaron en la misma plataforma. Para la actividad citotéxica de las formulaciones probidticas y los
materiales de encapsulacion en células MDCK, los resultados se analizaron mediante ANOVA
unidireccional. Se realizd la misma prueba para describir los resultados del ensayo de expresién genética
de citoquinas obtenidas a partir de una RT-gPCR. Ademds, se utilizd la prueba post hoc de Dunnet

(prueba de comparaciones multiples) después de cada ANOVA (Ganger et al., 2017; Herath et al., 2020).



55

Capitulo IV: Resultados

La implementacién de métodos para la produccién de formulaciones probidticas conlleva
ventajas significativas en términos de reproducibilidad y eficiencia tanto econémica como temporal. Se
exponen los resultados obtenidos a partir del analisis de las cepas aisladas y encapsuladas. Los
resultados se han dividido en dos categorias principales: la cinética de crecimiento de las cepas y la
caracterizacion bioldgica de las formulaciones liofilizadas. La fase inicial proporciona una caracterizacion
detallada de las cepas, incluyendo pardmetros de cultivo como la densidad celular, biomasa viable,
contenido de glucosa y produccién de biomasa. Estos aspectos permiten conocer el inicio de la fase
estacionaria en el metabolismo de cada cepa para la posterior liofilizacién como estrategia de
microencapsulacién. Ademas, la caracterizacién biolégica permitié identificar el nivel de citotoxicidad y
la capacidad inmunomoduladora de las cepas liofilizadas a partir de la viabilidad de las células y el
analisis de expresion de citoquinas.
Cinética de crecimiento de las cepas probidticas
Densidad optica

Para el desarrollo de formulaciones probidticas, se realizaron fermentaciones en cultivos tipo
Batch a escala de laboratorio utilizando como base las cepas microbianas. En el precultivo, se inocularon
por separado las cepas Lactobacillus spp (CEPA-16, CEPA-17, TUCO-4) con el fin de activar
metabdlicamente a la bacteria. Se realizé la inoculacion de los matraces con los preindculos en medio
MRS. Durante las 28 h de incubacidn, se evalud el crecimiento celular mediante mediciones de DOgoonm.

Las curvas de crecimiento celular evidenciaron que los cultivos tuvieron una fase de adaptacion
corta. El ingreso a la fase exponencial se observd en el intervalo de 0-12 h, mientras que la fase
estacionaria inicié a las 12 h de cultivo para las tres cepas y se mantuvo hasta finalizar el ensayo. De

acuerdo con estos resultados se establecidé que la recoleccién de las células se debia realizar en esta
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etapa (12-16 h) para favorecer la estabilidad y viabilidad de las formulaciones durante la
microencapsulacion.

Las curvas de crecimiento (Figura 7) se construyeron en términos de Logio DOsoonm €n funcion del
tiempo. En la etapa temprana de la fase estacionara, se determind la densidad éptica (DOgoonm) de 9.87
para la CEPA-16 (A), de 11.21 para la CEPA-17 (B) y 4.66 para TUCO-4 (C). Estos valores proporcionaron
una estimacién cuantitativa del aumento de la poblacién celular con el tiempo. Desde una perspectiva
productiva, conocer la densidad celular en el inicio del proceso permite que este sea reproducible y que,

a su vez, se establezcan condiciones para la fermentacién en el escalamiento del proceso.

Figura 7.

Curvas de crecimiento bacteriano de las tres cepas probidticas en medio MRS.
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Nota. Se expresa los valores de absorbancia a los diferentes tiempos en Log (DOsoonm). Las barras de error

indican la desviacién estandar (DE) del experimento por triplicado.
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Biomasa viable (UFC/mL)

La cuantificacién de las células bacterianas por el método de siembra en placa permitié evaluar
la cantidad de células vivas mediante el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). En la fase
estacionaria iniciada a las 12 h, se establecio valores de Log UFC/mL de 9.16 para la CEPA-16 (A), de 9.41
para la CEPA-17 (B) y 9.21 para TUCO-4 (C) equivalente a 1.5x10°, 2.6x10°, 2.1x10° UFC/mL,
respectivamente. Esta medicion permitié reconocer que las tres cepas mantienen la viabilidad en medio
MRS a lo largo del tiempo (Figura 8).

Figura 8.
Concentracion de células viables expresada en Log10 UFC/mL frente al tiempo. Curvas de crecimiento de

la CEPA-16 (A), CEPA-17 (B) y TUCO-4 (C).
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Nota. Las barras de error indican DE para un experimento realizado por triplicado.
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Observacion macroscopica

Se realizaron observaciones macroscépicas para describir las caracteristicas morfolégicas de las
cepas de Lactobacillus spp. a las 48 h de la inoculacidon en agar MRS. Se examinaron aspectos como la
forma, el borde, la elevacion y la superficie descritas para cada cepa en la Tabla 11. Las caracteristicas de
las colonias individuales de las tres cepas se ajustan a la descripcidn de las colonias de bacterias acido-
|acticas que son redondas, lisas y de color blanco amarillento.

Tabla 11.

Estructura morfoldgica de las colonias de las cepas de Lactobacillus spp. en agar MRS.

Cepa Morfologia de las colonias Descripcion de la colonia

CEPA-16 Colonias blanquecinas, planas, de forma
circular, superficie lisa, ligeramente elevadas.

CEPA-17 Colonias blanquecinas, planas, de forma
circular, superficie lisa, ligeramente elevadas.

TUCO-4 Colonias blanquecinas, planas, de forma

irregular y superficie lisa.

Correlacion de UFC/mL y la DOggo nm
Los datos medidos para la relacién entre las UFC/mL (eje de abscisas, x) y la DOgoo nm (€je de

ordenadas, y) se muestran en la Figura 9. A partir de la regresion lineal de los datos, se obtuvieron las
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ecuaciones correspondientes para la CEPA-16 (y=2.829 e-9x+0.06339); la CEPA-17 (y=2.389 e-
9x+0.03427) y la TUCO-4 (y=3.571 e-9x+0.03568). La curva de calibracion entre las variables permitié
conocer que la unidad de densidad éptica (1,0 DO 600 nm) €S equivalente a 0.75 UFC/mL para la CEPA-16,
0.61 UFC/mL para la CEPA-17 y 0.97 UFC/mL para la TUCO-4. La correlacién entre la cuantificacion de las
UFC/mLy la DOgoo nm de las cepas facilitan el seguimiento del crecimiento celular mediante la obtencién
de ecuaciones empiricas que permiten estimar la concentracién de células vivas a partir de los valores de
DO 500 nm-

Figura 9.

Correlacion entre UFC/mL y la DO600 nm de la CEPA-16 (A), CEPA-17 (B) y TUCO-4 (C) en medio MRS.
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Produccién de biomasa (g/L) y consumo de glucosa (g/L)
Considerando las curvas de crecimiento (Figura 10), se reafirma que las tres cepas entraron en la

fase estacionaria a las 12 h de la fermentacidn, coincidiendo con el agotamiento de glucosa del medio. La
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produccién de biomasa se cuantificd en términos de peso seco (g/L) de las células cosechadas. Esto
proporcioné una medida directa de la cantidad de células producidas en el cultivo, que indican la
multiplicacidn celular que a las 12 h detiene su incremento. En la fase estacionaria se obtiene una
concentracion de biomasa de 3.21 g/L para la CEPA-16, 4.64 g/L para la CEPA-17 y 1.59 g/L para la TUCO-
4. Ademas, se muestra que la concentracién de glucosa en el medio MRS disminuye a las 12 h para la
CEPA-16 desde 16.08 g/L a 3.92 g/L (76% del contenido inicial). Para la CEPA-17 desde 11.30 g/La 0.76
g/L (93% del contenido inicial). Y para la TUCO-4 desde 25.37 g/L a 6.63 g/L (73% del contenido inicial).
Figura 10.

Produccion de biomasa (g/L) y consumo de glucosa (g/L) a lo largo del tiempo de la CEPA-16 (A), CEPA-17

(B) y TUCO-4 (C)
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Nota. Las barras de error indican DE para un experimento realizado por triplicado.

Se analizan los niveles del consumo de glucosa del medio durante el crecimiento de las tres
cepas considerando que este carbohidrato es la fuente de carbono principal y el componente clave en la

produccion de biomasa microbiana. En procesos productivos, el rendimiento de biomasa junto con la



61

utilizacidn del sustrato debe analizarse simultdaneamente para realizar refuerzos nutricionales con el fin

de obtener una mayor cantidad de biomasa.

Viabilidad y estabilidad celular de las cepas encapsuladas

Para la encapsulacién por liofilizacién, se tomd como base los cultivos obtenidos a las 16 h
considerando que durante la fase estacionaria se alcanza la maxima densidad celular y, por ende, las
tasas de supervivencia son mas altas debido al estado 6ptimo de las células. Para la estandarizacion del
proceso se analiza las condiciones iniciales de las tres cepas a las 16 h antes (Tabla 12) y después de la
liofilizacion (Tabla 13). La viabilidad celular de cada una de las tres especies bacterianas se ve alterada
por el proceso de liofilizacion confirmando que el proceso de secado tiene impacto en la integridad
celular, sin embargo, la pérdida no supera el 20% (Figura 11).

Tabla 12.

Condiciones iniciales de DO600 nm, crecimiento microbiano y produccion de biomasa a 16 h para la

CEPA-16, CEPA-17 y TUCO-4

CEPA DO600 nm UFC/mL g/L

CEPA-16 10,48 1,18E+09 3.26
CEPA-17 12,24 2,88E+09 5.09
TUCO-4 4,89 1,44E+09 1.71

Nota. Biomasa viable (UFC/mL). Biomasa seca (g/L).

Tabla 13.

Caracteristicas de las microcdpsulas post-liofilizacion para la CEPA-16, CEPA-17 y TUCO-4

CEPA UFC/g UFC/mL  g/mL
CEPA-16 9,10E+10 9,76E+08 0,011
CEPA-17 5,80E+10 2,67E+09 0,046
TUCO-4 1,50E+10 1,27E+09 0,085

Nota. %V: Porcentaje de viabilidad celular.
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Figura 11.

Tasas de viabilidad celular post-liofilizacion.
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Nota. Los valores representan el promedio de las réplicas técnicas.

Las cepas formuladas y encapsuladas se conservaron a diferentes condiciones de
almacenamiento (25°C y 60% humedad relativa, 37°C y 70% humedad relativa) para llevar a cabo el
analisis de estabilidad. En intervalos de un mes, se realizo el recuento microbiano de las muestras en
agar MRS. La Tabla 14 muestra los resultados del andlisis de estabilidad durante tres meses a 25°C donde
se observa un nivel de supervivencia de 99% para la CEPA-16, 93,5% para la CEPA-17 y 97,5% para la
cepa TUCO-4. Las muestras almacenadas a 37°C mostraron una disminucidn en la estabilidad, con los
porcentajes de supervivencia disminuyendo 86,8% para la CEPA-16; 86,85% para la CEPA-17 y 89,7% para
la cepa TuCo4 (Tabla 15).

Tabla 14.

Recuento celular por siembra en agar MRS para andlisis de estabilidad en tiempo real

CEPA 16 CEPA 17 TUCO 4
Mes (UFC/g) %Ts (UFC/g) %Ts (UFC/g) %Ts
1 8,70E+10 99,82 3,00E+10 97,34 1,00E+10 98,27
2 8,50E+10 99,73 1,90E+10 95,50 9,70E+09 98,14
3 8,20E+10 99,59 1,30E+10 93,97 8,80E+09 97,72

Nota. %Ts: tasa de supervivencia.
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Recuento celular por siembra en agar MRS para andlisis de estabilidad en condiciones aceleradas

CEPA 16 CEPA 17 TUCO 4
Mes (UFc/y) T (UFcy) T M
1 1,60E+10 93,11 9,70E+09 92,78 8,10E+09 97,37
2 9,60E+09 91,09 3,50E+09 88,67 4,90E+09 95,23
3 3,50E+09 87,09 1,50E+09 85,25 1,40E+09 89,88

Nota. %Ts: tasa de supervivencia.

En cada tiempo de almacenamiento (0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses), se realizd el recuento

de la biomasa viable de las tres cepas (UFC/mL). Se representa en la Figura 12, la pérdida de viabilidad

bacteriana en cada tiempo de almacenamiento expresada como log10 (N¢/No).

Figura 12.

Estabilidad de las cepas liofilizadas durante 3 meses en almacenamiento a 25y 37°C
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Caracterizacion bioldgica de las cepas probidticas liofilizadas mediante ensayos in vitro

Andlisis de citotoxicidad por ensayo colorimétrico MTT

Para examinar la citotoxicidad de los probidticos en macréfagos, se tratd las células de la linea

MDCK con las cepas probidticas y con los materiales de encapsulacién. Los resultados indicaron que las

cepas probidticas no inducen citotoxicidad a las células en las concentraciones analizadas, mas bien, en

la CEPA-16 y CEPA-17 mostraron la proliferacidn de las células en algunas muestras (valores mayores al

100%, no significativos). Las células MDCK tratadas con las tres cepas liofilizadas, no presentaron

diferencias significativas (Figura 13), sin embargo, el control positivo correspondiente al probidtico
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comercial exhibid valores de citotoxicidad significativos tanto para 1x107 UFC/mL (valor de p <0.001)
como para 1x10° UFC/mL (valor de p =0.049). Ademds, se observaron niveles significativos de
citotoxicidad en relacién con los materiales de encapsulacion (valor de p < 0.001).

Figura 13.

Ensayo de citotoxicidad en células caninas MDCK tratadas con las formulaciones probidticas

microencapsuladas y los materiales de recubrimiento analizadas por MTT.
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Nota. Se trataron las células MDCK con las tres cepas de analisis Lactobacillus spp. (C16: CEPA-16; C17:
CEPA-17; T4: TUCO-4), el control (probidtico comercial) en diferentes concentraciones (1: 1x107; 2: 1x10°
UFC/mL) y los materiales de encapsulacion durante 24 h. Los resultados se expresan como medias + DE
de experimentos por triplicado. (ns, P>0.05, *P<0.1; ***P<0.001)
Expresion de citoquinas

Al analizar la expresion de citoquinas, se identificaron resultados significativos en relacién con
los diferentes tratamientos. El tratamiento con la cepa CEPA-16 indujo una notable reduccién en la
expresion de TNF-a (Fig 14.A), lo que sugiere un efecto supresor en esta citoquina. Por otro lado, la
expresion relativa de IL-6 aumentd significativamente en respuesta al tratamiento con la cepa CEPA-16
(Fig 14.B), indicando un efecto estimulante en la produccién de esta citoquina. En el caso de IL-1B, se

observé un aumento significativo en los tratamientos con las cepas CEPA-17 y TUCO-4 (Fig 14.C), lo que
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denota su capacidad para influir en la expresién de esta citoquina. Sin embargo, la expresidn relativa de
MKP1 no mostré variaciones significativas en ninguno de los grupos de tratamiento (Fig 14.D). Estos
resultados sugieren un potencial terapéutico de los probidticos evaluados, ya que pueden modular la
expresion de citoquinas de manera selectiva, lo que podria ser beneficioso en el contexto de la
regulacién de respuestas inmunitarias especificas.

Figura 14.

Expresion relativa de ARNm de citoquinas con relacion a GAPDH en células DH82 tratadas con

formulaciones probidticas
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Nota. La expresion génica se midié después del tratamiento de células MDCK con 1 puL/mL de LPS
durante 3 hy con las formulaciones probiéticas en concentracion de 1x10” UFC/mL por 12 h a 37°C, CO;
al 5%. Los datos se expresan como 2 donde ACt = Ct (Gen objetivo)-Ct (Gen constitutivo), los valores
son la media de tres réplicas del ensayo +1 desviacion estandar y AACt = ACt (Cd tratamiento) — ACt
(Control sin tratamiento). Los valores se compararon utilizando ANOVA unidireccional con correccién de

Dunnett para comparaciones multiples con la muestra tratada con LPS (ns, P>0.05; *P<0.05, **P<0.01;

***P<0.001).
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Capitulo V: Discusion

La poblacidn de animales de compaiiia ha aumentado los ultimos afos, especialmente en los
paises occidentalizados (Grzeskowiak et al., 2015c). En Latinoamérica, la falta de conciencia sobre el
bienestar del animal y las enfermedades, el restringido acceso econémico y tecnoldgico a una atencidn
veterinaria adecuada y la ausencia de una tenencia responsable de mascotas, han creado las condiciones
para el surgimiento y persistencia de muchas enfermedades gastrointestinales en las mascotas (Maggi &
Kramer, 2019; Woodroffe et al., 2012). Dentro de las mascotas destaca la especie canina como una de las
mas populares en América Latina, siendo Brasil el pais con mayor nimero de perros en la region con 68
millones de perros en el 2022, seguido de México con 17 millones (Mota-Rojas et al., 2021; Navarro,
2022). Este crecimiento en la poblacidn de canes en América Latina ha demostrado la necesidad de
abordar de manera efectiva los desafios relacionados con su salud, particularmente el sistema
gastrointestinal, drgano con mayor afectacion por la forma de alimentacion de la especie (Mota-Rojas et
al., 2023). Es esencial comprender las particularidades del sistema gastrointestinal del perro doméstico y
explorar estrategias preventivas y terapéuticas, como el uso de probidticos, para aprovechar las
interacciones beneficiosas entre los microorganismos y su huésped (Mondo et al., 2019; Pilla &
Suchodolski, 2021).

La evolucidn tecnoldgica en torno a la produccion de probidticos de uso veterinario se ha
enfocado en la optimizacidn de los procesos productivos para su obtencidn, especificamente en las
etapas upstream (“aguas arriba”) y downstream (“aguas abajo”) asegurando un alto rendimiento en la
fabricacidn a escala industrial (Fenster et al., 2019). La fabricacion de probidticos comprende una serie
de fases comunes, que abarcan desde la preparacién de indculos hasta la fermentacién y el
procesamiento de la masa celular, siendo crucial comprender la cinética de crecimiento para optimizar

estos procesos (Grumet et al., 2020). Los parametros de la cinética de crecimiento, principalmente la
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duracion de la fase de latencia, pueden ser influenciados por las condiciones del cultivo y la composicidn
del medio de fermentacién empleado (Bertranda, 2019; Slizewska & Chlebicz-Wdjcik, 2020).

En esta investigacidn, se han desarrollado tres formulaciones con propiedades probidticas a
partir de cepas del género Lactobacillus spp. Para garantizar la reproducibilidad de los ensayos, fue
necesario comenzar con el analisis de las fases de crecimiento microbiano, ya que es crucial para este
tipo de procesos establecer condiciones iniciales dptimas (Fenster et al., 2019; Xia et al., 2021). Se inicio
el crecimiento a partir de indculos en fase estacionaria, ya que esto minimiza el proceso degenerativo y
prepara las cepas para la division exponencial, reduciendo la fase de latencia (Rolfe et al., 2012). Esta
fase estacionaria permite la activacién de ciertos mecanismos de estrés similares a las condiciones en
periodos de inanicidn o estrés multiple que permiten la supervivencia de las células (Schépping et al.,
2022).

Es importante sefialar que el comportamiento cinético, la velocidad de crecimiento y el
metabolismo pueden variar significativamente entre las cepas de Lactobacillus (Heeney et al., 2018), por
ejemplo, debido a diferencias genéticas (Gubelt et al., 2020; Jyoti et al., 2004; Mejia-Gomez & Balcazar,
2020). La literatura describe que para cepas como Lactobacillus plantarum y Lactobacillus rhamnosus se
observa un comportamiento cinético similar con respecto a la duracidn de la fase exponencial e inicio de
la fase estacionaria (12 h) (Siaterlis et al., 2009). En contraposicion, Broeckx y col. (2019) describieron
gue la cepa de Lactobacillus rhamnosus, L. rhamnosus GG alcanzaba la fase estacionaria alas 17 h.
Andrianto y col. (2018) informaron que en otra cepa de Lactobacillus spp., L. casei |la fase estacionaria
iniciaba a partir de las 18 h. Estas variaciones tienen un impacto significativo en la produccién de los
probidticos, ya que, cada cepa puede tener preferencias en el consumo de ciertos sustratos, lo que
afecta la disponibilidad de nutrientes y el crecimiento celular (You et al., 2022).

En la fermentacion lactica, las cepas del género Lactobacillus utilizan preferiblemente la glucosa

como fuente de carbono y energia (Y. Wang et al., 2021). Las tendencias de consumo de sustrato en el
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ensayo descrito por Siaterlis y col. (2009) muestran que los niveles de glucosa utilizando el medio MRS,
mantuvieron valores de alrededor de los 4y 6 g/L, lo que sugiere que las cepas podrian tener respuestas
metabdlicas distintas bajo las mismas condiciones.

La cinética de crecimiento se definid en funcion de los parametros examinados en el estudio
actual, y se observo que las tres cepas desarrolladas en un sistema Batch experimentaron un periodo de
crecimiento activo de aproximadamente 12 horas antes de ingresar a la fase estacionaria. Durante este
periodo, el suministro de glucosa se agotd por completo después de aproximadamente 16-20 horas de
cultivo, conservando una concentracion de glucosa entre 0.6-2.3 g/L. Varios estudios han sefialado que
el consumo de glucosa muestra una relacion inversamente proporcional con la tasa de crecimiento
celular, lo que sugiere que las células se ajustaron a un estado de estrés debido a la escasez de
nutrientes durante la fase estacionaria (Jeon et al., 2023; Jyoti et al., 2004).

Se ha demostrado que las células bacterianas en fase estacionaria exhiben una notable
estabilidad en comparacidn con aquellas cosechadas durante la fase exponencial, tras someterse al
proceso de liofilizacién (Jaishankar & Srivastava, 2017). Esta observacion adquiere relevancia tanto desde
la perspectiva industrial como para los consumidores, debido a los beneficios asociados con la
liofilizacion de bacterias probidticas, que incluyen la facilidad en el transporte de los productos y sus
propiedades estables durante el almacenamiento (Gong et al., 2019; H. Yang et al., 2023). No obstante,
se debe considerar que caracteristicas como la viabilidad y la supervivencia de las bacterias liofilizadas
en estado seco se ven influenciadas por factores criticos, tales como las condiciones de secado, la
eleccién del material de encapsulacién y las condiciones de almacenamiento (Abla & Mehanna, 2022;
Kurtmann et al., 2009).

Investigaciones recientes, como la realizada por Jeon y col. (2023), han demostrado que la
cosecha de células en fase estacionaria exhibe una notable resistencia a la liofilizacion por la

acumulacién de compuestos crioprotectores, como la trehalosa y la arabinosa. Ademas, Corcoran y col.
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(2004) informaron una notable supervivencia de las células de Lactobacillus rhamnosus GG cuando se
encontraban en fase estacionaria, superando el 50%. Estos beneficios relacionados con la fase
estacionaria han sido documentados también por Jalali y col. (2012), quienes determinaron una
viabilidad de los microorganismos superior al 82% después de tres meses de almacenamiento a 23°C. La
investigacion de Nualkaekul y col. (2012) reporté una perspectiva adicional al resaltar que la inclusién de
prebidticos puede jugar un papel fundamental en la estabilizacién de las células bacterianas durante la
liofilizacion y su posterior almacenamiento. Las propiedades protectoras de los prebidticos también
fueron observadas por Avila-Reyes y col. (2014) en la microencapsulacién de L. rhamnosus con inulina, y
por Rodrigues y col. (2020) en la encapsulacion de L. plantarum GP con fructooligosacdridos (FOS) que
mejoraron la viabilidad celular frente a otros materiales.

En el marco de este estudio se observd una viabilidad celular post-liofilizacion superior al 80% en
las tres cepas, lo que condujo a una concentracién inicial en los productos liofilizados para la CEPA-16
9.1x10%° UFC/g, CEPA-17 5.8x10° UFC/g y TUCO-4 1.5x10%° UFC/g; esta disminucion fue consecuente con
los resultados expuestos anteriormente sobre liofilizacion de Lactobacillus donde la disminucion de la
viabilidad celular alcanzé el 30% (Siaterlis et al., 2009). La pérdida de viabilidad que se observé durante
la liofilizacion pudo deberse a una temperatura extremadamente baja y a la formacién de cristales de
hielo en la células (Moumita et al., 2018). La pérdida de viabilidad durante el almacenamiento también
puede explicarse por la oxidacidn de los lipidos de la membrana y la desnaturalizacion de las proteinas,
lo que da como resultado la degradacién molecular de las células probidticas, mas rapida a altas
temperaturas (Nguyen et al., 2023).

A pesar de estos inconvenientes, la liofilizacién se considera uno de los procesos de secado mas
déciles con las células en comparacidn con otros procedimientos de secado utilizados habitualmente, y
la actividad probidtica se puede mantener con un nivel bastante alto (Chen et al., 2023). Existen diversas

estrategias de dosificacién de probidticos, siendo la formulacidn en microcapsulas la mas utilizada por su
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capacidad para superar las tensiones ambientales (pH, actividad del agua) y la estabilidad a lo largo del
proceso (G. Wang et al., 2022). Ademas, facilitan la capacidad de disolucién y la administracién de
grandes dosis (Rashidinejad et al., 2020). Los ensayos de estabilidad celular realizados en este trabajo
durante 3 meses posteriores al proceso de liofilizacién demostraron que la CEPA-16, CEPA-17, TUCO-4
almacenadas a condiciones en tiempo real (99, 93.5, 97.5%, respectivamente) fueron superiores a los de
las muestras en el ensayo a condiciones aceleradas (86.8, 86.85, 89.7%). Las pruebas de estabilidad en
tiempo real y en condiciones aceleradas permitieron establecer la vida util del producto. En este sentido,
si un producto muestra una estabilidad satisfactoria durante al menos 3 meses en condiciones de prueba
de alta humedad (40°C/75% Hr), entonces se considerara una vida util hasta 2 afios, sujeto a datos
satisfactorios de estabilidad a largo plazo (TGA, 2021).

Al igual que las pruebas de estabilidad que determinan la vida util de un producto bajo
condiciones especificas, como alta humedad y temperatura, las pruebas de citotoxicidad mediante el
ensayo MTT desempenan un papel crucial en la evaluacién de la seguridad y eficacia de un producto
(Kamiloglu et al., 2020). Este ensayo proporciond una evaluacién inicial sobre la interaccién de un
producto con las células vivas en un corto periodo de tiempo (Ghasemi et al., 2021). Diversos autores
han revelado la capacidad de algunas cepas de Lactobacillus que limitan la citotoxicidad causada por
muchos enteropatogenos (Gerasimov et al., 2015; Tejero-Sarifiena et al., 2012). Vemuri y col. (2018)
analizaron las cepas de Lactobacillus acidophilus DDS-1 en concentraciones de 107-108 UFC/mL Yy no
observaron citotoxicidad celular significativa ni pérdida de viabilidad celular. En el presente trabajo las
cepas probidticas no mostraron citotoxicidad en células MDCK e incluso estimularon su proliferacion.
Esto sugiere que estas cepas tienen un impacto positivo en la salud de las células, lo que puede estar

relacionado con su capacidad de inmunomodulacion (Delgado et al., 2020).
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Los efectos proinflamatorios y antiinflamatorios son dos resultados comunes de la
inmunomodulacién, que es un proceso que regula la respuesta del sistema inmunolégico del organismo
(L. Huang et al., 2019). Los efectos proinflamatorios involucran la capacidad de un agente para estimular
o aumentar la respuesta inflamatoria en el cuerpo del huésped, lo que puede ser beneficioso en la
deteccidn y eliminacién de amenazas patégenas (Fitzgibbon & Mills, 2020). Por otro lado, los efectos
antiinflamatorios implican la capacidad de un agente para reducir o suprimir una respuesta inflamatoria
excesiva, contribuyendo asi a mantener un equilibrio saludable en el sistema inmunoldgico (Katuzna et
al., 2022). Estos efectos antiinflamatorios demuestran la capacidad inmunomoduladora de los agentes,
como los probidticos, y respaldan su potencial terapéutico en la regulacién de la respuesta inmunoldgica
y la promocién de la salud celular (Pahumunto et al., 2022).

Garantizar la potencia bioldgica de las cepas probidticas después del proceso de encapsulaciony
lograr su estabilidad, son algunas de las caracteristicas mas importantes que permiten evidenciar su
actividad como inmunomoduladoras con accién proinflamatoria o antiinflamatoria en este caso sobre el
sistema gastrointestinal canino (Baral et al., 2021). Resulta necesario realizar la seleccién adecuada de
las cepas considerando sus propiedades inmunomoduladoras especificas (Bubnov et al., 2018; Cristofori
et al,, 2021). De manera general, se realizan pruebas in vitro para una deteccidn preliminar de los efectos
gue tienen las células bacterianas sobre diferentes componentes de la respuesta inmune (Mokrozub et
al., 2015).

Sudhakaran y colaboradores (2013) llevaron a cabo una evaluacién del potencial antiinflamatorio
de ocho aislados probidticos autdctonos de Lactobacillus. Sus resultados indicaron que la cepa L.
plantarum reguld negativamente la expresion de TNF-a, mientras que las otras cepas mostraron
modulacién positiva sobre la IL-6 en diferentes niveles. Este fendmeno de regulacién negativa sobre el
TNF-a en respuesta a las cepas Lactobacillus ya se habia documentado previamente por Haller y col.

(2000), lo que sugiere la existencia de un potencial inmunosupresor en este tipo de probidticos. En este
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contexto, Dong y col. (2012) analizaron las propiedades inmunomoduladoras de seis cepas probidticas
Lactobacillus, todas las cuales demostraron aumentar la produccion de IL-1B. Ademas, en un estudio in
vitro que involucrd a la cepa L. casei Shirota, se observéd un estimulo en la produccion de IL-1B (Dong et
al. 2010). Por otro lado, Llewellyn y Foey (2017) han sugerido que la MKP1 desempefia un papel como
regulador negativo en la sefializacidn de TLR4, un componente crucial en la respuesta inmune innatay la
inflamacidn. Estos hallazgos respaldan la diversidad de efectos inmunomoduladores que pueden
manifestar los probiéticos, tanto antiinflamatorios como proinflamatorios, dependiendo de las cepasy
los componentes especificos involucrados en la respuesta inmunoldgica.

En esta investigacidon para evaluar la actividad biolégica de las cepas probidticas, se analizé un
set de citoquinas proinflamatorias, incluidas: TNF-q, la interleucina-6, la interleucina-1f y de regulaciéon
negativa, la fosfatasa MKP-1. El resultado de este ensayo demostrd que la CEPA-16 tenia caracteristicas
antiinflamatorias y que, favorecia la inmunosupresion de TNF-a y la estimulacién de la IL-6. Por otro
lado, en el caso de las cepas CEPA-17 y TUCO-4, se observd una estimulacion significativa en la
produccidon de IL-1B. En cuanto a la expresién relativa de MKP1, no se observaron diferencias
significativas en ningln grupo de tratamiento. Después de la microencapsulacién de las cepas mediante
liofilizacion, las formulaciones demostraron la preservacién de su actividad biolégica, lo que permitid la
obtencidn de probidticos altamente eficaces con propiedades inmunorreguladoras.

El desarrollo de formulaciones probidticas para canes con propiedades inmunomoduladoras
tiene un impacto de gran alcance en la salud y el bienestar de las mascotas caninas (Blake & Suchodolski,
2016; Woodroffe et al., 2012). Con el crecimiento constante de la poblacidn de perros en todo el mundo,
el fortalecimiento del sistema inmunoldgico de estos animales se convierte en una preocupacion crucial
para sus duefios y para la comunidad veterinaria (Wernimont et al., 2020). Estas formulaciones, basadas
en cepas especificas de Lactobacillus spp. encapsuladas mediante liofilizacidn, no solo pueden contribuir

a la prevencién y el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, sino que también tienen el
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potencial de modular de manera positiva las respuestas inmunitarias de los perros; fortaleciendo la
capacidad del sistema inmunoldgico de combatir enfermedades y mantener a los caninos en un estado
O6ptimo de salud (Perini et al., 2023; Woodroffe et al., 2012). Este avance representa un compromiso
continuo con el bienestar animal y la promocién de una vida saludable y activa para las mascotas.
Ademds, la investigacidn y desarrollo de formulaciones probidticas inmunomoduladoras para perros
abren nuevas puertas en la atencidn veterinaria y resaltan la importancia de cuidar a nuestros

compafieros peludos de la mejor manera posible (Eissa et al., 2019; Stokes & Waly, 2006).
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Capitulo VI: Conclusiones

En este estudio, se investigd la liofilizacidn de cepas de Lactobacillus spp. en fase estacionaria
gue demostrd ser una técnica viable para la produccidn de formulaciones probidticas con una alta
viabilidad celular. Se demostrd una notable estabilidad de las formulaciones durante el almacenamiento,
con una pérdida de viabilidad celular relativamente baja. Esto sugiere que la microencapsulacidn de las
cepas probiodticas contribuye a mantener la calidad y eficacia de los productos probidticos a lo largo del
tiempo, lo que es beneficioso tanto para la industria como para los consumidores.

El andlisis de la cinética de crecimiento permitié definir que el comportamiento de las tres cepas
(CEPA-16, CEPA-17 y TUCO-4) era similar, con una fase de estacionaria alcanzada a las 12 horas de
cultivo. La liofilizacién mejoré la viabilidad de las cepas durante el procesamiento tecnolégico y el
almacenamiento, ya que deshidraté los productos sensibles como el material bioldgico con una minima
pérdida de calidad.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion bioldgica de las cepas encapsuladas (CEPA-16,
CEPA-17, TUCO-4) mediante el proceso de liofilizacién presentaron un perfil altamente prometedor
desde el punto de vista de la seguridad, ya que no mostraron evidencia de citotoxicidad. Ademas, estos
hallazgos revelaron un impacto positivo en la respuesta inmunoldgica, con un aumento en la produccidn
de citoquinas proinflamatorias como IL-6 e IL-1B, junto con una reduccidon en la expresion de TNF-a.
Estos resultados respaldan el potencial de estas cepas encapsuladas como candidatos
inmunomoduladores para aplicaciones terapéuticas y destacan la importancia de la liofilizacién como
una técnica efectiva para preservar la viabilidad celular y potenciar las respuestas inmunoldgicas

deseadas.



75

Capitulo VII: Recomendaciones

En el contexto del escalamiento del proceso, se recomienda llevar a cabo un andlisis costo-
beneficio relacionado con la adicién de nutrientes al medio de cultivo con el propédsito de favorecer la
cinética de crecimiento. Evaluando de manera simultdnea la utilizacidn del sustrato y el rendimiento de
la biomasa. Este enfoque permitird una toma de decisiones mas fundamentada y estratégica en cuanto a
los refuerzos nutricionales que en este ensayo no fueron analizados, con el objetivo de optimizar la
produccion de biomasa.

Dada la similitud en el comportamiento observado entre las cepas analizadas en este estudio, se
sugiere el desarrollo de una formulacidn probidtica multicepa. Esta estrategia podria aprovechar la
capacidad de estas cepas para trabajar de manera complementaria, brindando asi una variedad mas
amplia de beneficios para la salud y mejorando la estabilidad del producto final, lo que en ultima

instancia contribuiria a la eficacia y viabilidad a largo plazo de la formulacién probiética.
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